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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 
Das Meer stellt den größten Lebensraum der Erde dar, welcher bis heute in weiten Teilen 
noch unerforscht ist. In den letzten Jahren rückte dieser jedoch zunehmend in den Fokus der 
Forschung. So zeigte sich, dass im marinen Lebensraum eine hohe Vielfalt an biologisch 
aktiven Naturstoffen zu finden ist, welche vor allem für die Pharmazie als Leitstrukturen auf 
der Suche nach neuen Arzneimitteln von Interesse sind[1,2]. Bis heute wurden ca. 18.000 
solcher mariner Naturstoffe entdeckt[3]. Schwämme bilden dabei mit ca. 38 % dieser 
Verbindungen den größten Lieferanten[3]. 
Die Schwämme gehören zu den ältesten Metazoa und zählen zu den einfachsten Tieren der 
Welt[4,5]. Obwohl sie keine morphologischen Verteidigungsstrategien besitzen, können diese 
sessilen Nahrungsstrudler den Attacken von Fressfeinden, dem sogenannten „Fouling“, aber 
auch bakteriellen Infektionen erfolgreich widerstehen[6–10]. Der evolutionäre Erfolg dieser 
einfachen Tiere ist dabei auf ein effektives Verteidigungssystem zurückzuführen, welches auf 
bioaktiven Stoffen mit abschreckender, antibakterieller oder auch cytotoxischer Wirkung 
beruht[11–14].  
Basierend auf der skelettalen Zusammensetzung können die Schwämme in verschiedene 
Klassen unterteilt werden[15–17], wobei die Demospongiae die größte Klasse darstellen[18]. Die 
Demospongiae besitzen ein Skelett, welches aus einem Komposit verschiedener 
Biomaterialien besteht. Es kann je nach Schwammart organische Bestandteile wie Proteine[19], 
Polysaccharide[20,21] und/oder anorganische Bestandteile wie kieselsäurehaltige Spikulen[15,22] 
beinhalten. Die Skelette der Ordnung Verongida zeichnen sich wie die der Ordnungen 
Dendroceratida und Dictyoceratida durch das Fehlen solcher kieselsäurehaltiger Spikulen 
aus[23]. Sie bestehen stattdessen aus Spongin, einem kollagenartigen Protein[23]. Daneben 
konnten Ehrlich et al. zeigen, dass auch das Polysaccharid Chitin als integraler Bestandteil in 
den Schwammskeletten der Ordnung Verongida vorkommt[20,21,24]. 
Bis heute ist die chemische Zusammensetzung des Spongins nicht abschließend geklärt. Es 
besitzt jedoch bemerkenswerte Eigenschaften. So konnte gezeigt werden, dass Sponginfasern 
gegen eine enzymatische Verdauung resistenter sind als Kollagenfasern[25]. Darüber hinaus ist 
bekannt, dass es sich bei Spongin um ein halogeniertes Protein handelt[23].  
Wie das Spongin mit dem Chitin-Gerüst in den Skeletten verbunden bzw. verbrückt ist, ist 
allerdings bis heute unklar. Dessen ungeachtet gibt es in der Natur eine Vielzahl an Beispielen 
von sogenannten Chitin-Protein-Komplexen, in denen das Protein stark – zumeist kovalent – 
an das Chitin gebunden ist[26,27]. Diese Beispiele legen die Vermutung nahe, dass auch in den 
Skeletten der Verongida-Schwämme das Spongin fest an das Chitin gebunden ist. 
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Darüber hinaus sind die Schwämme der Ordnung Verongida für die Biosynthese von 
charakteristischen bioaktiven Naturstoffen, den bromierten Tyrosin-Derivaten, bekannt[28,29]. 
Erste Untersuchungen zeigen, dass auch in den Schwammskeletten bromierte Substanzen 
enthalten sind[30,31]. Da Bromtyrosine die Chitinaseaktivität hemmen können[32], könnte ihnen 
eine Schutzwirkung gegen einen unerwünschten Skelettabbau zugeschrieben werden.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die aus einem Chitin-Protein-Komplex 
bestehenden Schwammskelette der Schwammspezies Aplysina cavernicola und Ianthella 
basta untersucht und die Ergebnisse miteinander verglichen werden. Dazu soll in einem ersten 
Schritt eine Methode zur milden Extraktion der Schwammskelette entwickelt werden. Die 
isolierten Skelette sind anschließend sowohl in morphologischer Hinsicht mittels 
Lichtmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie (REM) als auch in chemischer Hinsicht 
mittels energiedispersiver Röntgenspektroskopie (EDX), Potentiometrie, Fourier-Transform-
Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie) mit abgeschwächter Totalreflexion (attenuated 
total reflection, ATR) sowie Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, 
NMR) zu charakterisieren. Darüber hinaus ist die Bestimmung der 
Aminosäurezusammensetzung der Skelette mittels Gaschromatographie gekoppelt mit der 
Massenspektrometrie (GC-MS) ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. Dazu sollen eine 
Methode zur Extraktion der Aminosäuren und ferner eine Analysenmethode mittels GC-MS 
für die Aminosäuren entwickelt werden. In diesem Zusammenhang soll außerdem der 
Einfluss der entwickelten Extraktionsmethode auf die Morphologie der Schwammskelette 
sowie die räumliche Verteilung der Aminosäuren im Skelett mit Hilfe der GC-MS analysiert 
werden. 
Da aus der Literatur bekannt ist, dass die bromierten Tyrosin-Derivate durch die Behandlung 
mit Methanol aus Schwämmen extrahiert werden könnenz.B.[33–38], soll ebenfalls geprüft 
werden, welchen Einfluss solch eine Behandlung auf die isolierten Skelette hat.  
Für die genauere Untersuchung des Spongins ist eine möglichst vollständige und gleichzeitig 
schonende Extraktion des Proteins nötig. Hierbei sollen verschiedene Ansätze für die 
Extraktion getestet und nachstehend das eventuell extrahierte Protein mittels 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) untersucht werden. 
Dazu werden zum einen typische Proteinextraktionsmethoden gewählt, um das Protein direkt 
aus dem Skelett zu isolieren. Zum anderen wird versucht, das Chitin ohne Zerstörung der 
anderen Substanzen zu isolieren. Daran anschließend soll (wenn möglich) das Protein in 
Lösung gebracht und mit Hilfe der SDS-PAGE analysiert werden. 




2.1 Marine Schwämme – das Phylum Porifera 
2.1.1 Taxonomie 
Schwämme (Porifera) gehören zu den ältesten mehrzelligen Organismen (Metazoa)[4,5]. So 
lassen sich fossile Funde bis in das Präkambrium zurückdatieren[5,39]. Phylogenetisch 
betrachtet (Abb. 2.1) sind diese „lebenden Fossilien“ an der Basis der Metazoa einzuordnen 
und repräsentieren damit die einfachsten Tiere auf der Erde[4,5]. Aufgrund ihres einfachen 
Aufbaus wurden sie anfangs fälschlicherweise den Pflanzen zugeordnet. Erst im Jahre 1766 
erfolgte die Zuordnung zu den Tieren[15]. 1872 wurden die Schwämme dann in einer eigenen 
Klasse, den Spongozoa, zusammengefasst[40]. 
Basierend auf der chemischen Zusammensetzung der in den Schwämmen befindlichen 
Skelette wurde das Phylum Porifera bislang in drei rezente Klassen unterteilt: die 
Kalkschwämme (Calcarea), die Glasschwämme (Hexactinellida) und die Hornkiesel-
schwämme (Demospongia)[15]. Die Hornkieselschwämme bilden dabei mit ca. 83 % aller 
Arten die größte Klasse[18]. Neueste Untersuchungen zeigen jedoch, dass die Schwämme der 
Klasse Homoscleromorpha (Kieselschwämme) nicht wie angenommen eine Unterklasse der 
Demospongia bilden, sondern phylogenetisch von dieser Klasse so weit entfernt sind, dass die 
Homoscleromorpha heute als vierte eigenständige Klasse gelten[16,17]. Somit lassen sich die 
Schwämme in 4 Klassen, 25 Ordnungen, 128 Familien und 680 Gattungen unterteilen[18]. 
Derzeit wird geschätzt, dass das Phylum Porifera aus ca. 20.000 Arten besteht, von denen 
bisher 8.553 Arten taxonomisch beschrieben werden konnten[18]. 
 
Abb. 2.1: Phylogenetische Einordnung der Schwämme (nach Berman[41] und Gazave et al.[17], vereinfacht) 
2.1.2 Morphologie und Lebensweise 
Schwämme zeichnen sich vor allem durch ihre sessile, also festsitzende, Lebensweise sowie 
ihren ausgesprochen einfachen Aufbau (Abb. 2.2) aus[42]. So besitzen Schwämme weder 
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Zellschicht, dem Pinacoderm, welches mit einer Vielzahl von Dermalporen (Ostien) 
durchbrochen ist, und einer inneren Zellschicht, dem Choanoderm, aufgebaut. Diese 
Schichten werden durch die Pinacocyten bzw. die Choanocyten (Kragengeißelzellen) 
gebildet. Zwischen den beiden Schichten befindet sich das Mesohyl, in dem neben 
Mikroorganismen weitere Zelltypen wie die Archaeocyten eingebettet sind[42,43]. Die 
Archaeocyten sind amöboide Zellen, die sich im Schwammgewebe frei bewegen können[15]. 
Durch ihre Totipotenz sind sie außerdem in der Lage, sich in verschiedene andere Zelltypen 
wie Fresszellen (Amöbocyten) oder Geschlechtszellen umzuwandeln[42]. Darüber hinaus ist 
der Schwamm von einem Skelett, welches je nach Spezies aus Spikulen (Skelettnadeln) 
und/oder Sponginfasern besteht, durchzogen.  
 
Abb. 2.2: a) Schematischer Aufbau eines Schwammes, b) Ausschnittvergrößerung der inneren Struktur eines 
Schwammes (nach Hentschel et al.[43]) 
Schwämme bilden als Nahrungsstrudler ein einzigartiges Kanalsystem, welches sie in die 
Lage versetzt, ihre hauptsächlich aus Bakterien bestehende Nahrung[42,44] aus dem Wasser 
herauszufiltern. Dazu strudelt der Schwamm Wasser durch die Eintrittsporen, die sogenannten 
Ostien, in sein weit verzweigtes Kanalsystem ein. Dieses führt zu den Choanocytenkammern, 
in denen sich die Kragengeißelzellen befinden. Sie sind sowohl für die Erzeugung des 
Wasserstroms (durch Schlagen ihres Flagellums) als auch für die Filtration und Phagozytose 
von Bakterien sowie anderen Nährstoffen verantwortlich. Während einige der so 
aufgenommenen Bakterien sofort verdaut werden, bleiben die anderen über einen längeren 
Zeitraum im Schwammgewebe als Symbionten assoziiert. Sie können bis zu 40-60 % des 














GRUNDLAGEN   
 
5 
sind jedoch auch intrazellulär und intranuklear zu finden[45,49,50]. Das filtrierte Wasser tritt 
anschließend durch eine oder mehrere Austrittsporen, den Oscula, wieder aus[42,43]. Der 
Wasserstrom versorgt den Schwamm jedoch nicht nur mit der nötigen Nahrung, sondern ist 
auch für den Abtransport von Abfallstoffen verantwortlich[42].  
Je nach Komplexität ihres Kanalsystems werden die Schwämme in drei Organisationstypen 
unterschieden: den Ascon-, den Sycon- und den Leucontyp (Abb. 2.3)[15,51,52]. Der Leucontyp 
stellt dabei die komplexeste und häufigste Form dar[52]. 
 
Abb. 2.3: Organisationstypen der Schwämme; die blauen Pfeile zeigen die Fließrichtung des Wassers an (nach 
Karleskint et al.[51])  
Schwämme können sich sowohl sexuell als auch asexuell fortpflanzen (Abb. 2.4). Sie sind im 
Allgemeinen Zwitter[51]. Bei der sexuellen Vermehrung werden Spermien aus Choanocyten 
und Eizellen aus Archaeocyten, manchmal jedoch auch aus Choanocyten gebildet[51]. Die 
Spermien werden durch den Wasserstrom aus dem Schwamm herausgetragen und können von 
benachbarten Schwämmen über die Kragengeißelzellen wieder aufgenommen werden. Über 
das Mesohyl werden sie zu den Eizellen transportiert. Dort kommt es zur Befruchtung und der 
Entwicklung einer Larve, die anschließend ins Freie entlassen wird[53]. Je nach Schwammart 
können die entwickelten Larven unterschiedlichen Larven-Typen wie der Amphiblastula 
(siehe Abb. 2.4) oder der Parenchymula zugeordnet werden[54]. Im Gegensatz dazu kann die 
asexuelle Fortpflanzung als Fragmentierung, Knospung oder als Bildung von Gemmulae, 
sogenannten Dauerknospen, erfolgen[55]. Bei der Fragmentierung kommt es zum Abbruch von 
Teilen des Elternschwammes. Aufgrund der hohen Regenerierungsfähigkeit der Schwämme 
können sich diese an anderer Stelle festsetzen und zu einem neuen Individuum 
heranwachsen[51,56]. Bei der Knospung wird dagegen eine Knospe an der Oberfläche des 
Elternschwammes gebildet, die sich nach Erreichen einer bestimmten Größe durch 
Abschnürung vom Elternschwamm trennt. Durch die Strömung wird die Knospe fortgetragen 
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Meeresschwämme und Süßwasserschwämme sind in der Lage Gemmulae zu bilden. Diese 
werden freigesetzt, wenn der Elternschwamm stirbt, und dienen dem Überleben während 
ungünstiger Bedingungen wie Trocken- oder Kälteperioden[56]. 
 
Abb. 2.4: Sexuelle und asexuelle Fortpflanzung der Schwämme (nach Karleskint et al.[51])  
2.1.3 Bioaktive Naturstoffe als Verteidigungsstrategie 
Schwämme besitzen aufgrund ihres Aufbaus keine morphologischen Verteidigungs-
mechanismen wie Zähne oder Stacheln. Des Weiteren sind sie infolge ihrer sessilen 
Lebensweise nicht in der Lage, vor Gefahren zu fliehen. Auch die von den meisten 
Schwammarten ausgebildeten Spikulen scheinen nur bedingt eine Rolle in der Verteidigung 
zu spielen[57]. Die Schwämme haben jedoch chemische Verteidigungsstrategien entwickelt, 
die auf bioaktiven Sekundärmetaboliten (Naturstoffen) beruhen[6–10,58]. So schützen sie sich 
mit Hilfe dieser bioaktiven Substanzen vor Fressfeinden, vor dem sogenannten „Fouling“ 
(Überwachsen durch Bakterien und/oder Diatomeen[59]), aber auch gegen Infektionen[58]. 
Außerdem spielen chemische Verteidigungsstrategien im Konkurrenzkampf um Lebensraum 
mit anderen marinen Invertebraten, insbesondere in marinen Riffen, eine große Rolle[60,61].  
Die Sekundärmetabolite gehören unterschiedlichen Substanzklassen wie Alkaloiden, 
Aminosäure-Analoga, Peptiden, Terpenoiden, Glycosiden, Phenolen, Phenazinen, 
Polyketiden, Fettsäuren, Nucleosiden, Porphyrinen, aliphatischen cyclischen Peroxiden oder 
Sterolen an[62]. Diese sind meist komplexe Moleküle, deren Strukturen aus terrestrischen 
Sekundärmetaboliten nicht bekannt sind[63,64]. Aufgrund der Assoziation mit 
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gefundenen bioaktiven Substanzen durch ihre Symbionten produziert werden. So konnte 
bereits nachgewiesen werden, dass einige der aus Schwämmen isolierten Naturstoffe 
bakteriellen Ursprungs sind[65,66]. 
Viele der in marinen Schwämmen gefundenen bioaktiven Naturstoffe zeigen antibakterielle, 
fungizide, antimalariale, antiprotozoische, antivirale, immunsuppressive, cytotoxische, 
entzündungshemmende oder auch antitumorale Wirkung, sodass sie zunehmend in den Fokus 
der Forschung rücken[67–69]. So wurden allein 2012 355 neue bioaktive Naturstoffe aus 
marinen Schwämmen isoliert[70]. 
2.2 Die Schwämme der Ordnung Verongida 
Basierend auf morphologischen und biochemischen Analysen bilden die Schwämme der 
Ordnung Verongida eine in sich geschlossene Ordnung mariner Schwämme[71], welche zur 
Klasse der Demospongiae[19,72] gehört. Derzeit besteht die Ordnung aus 4 Familien, 
10 Gattungen und circa 92 Arten (siehe Tab. 2.1), wobei die Gattung Aplysina die größte 
Anzahl an Arten aufweist[19,72,73]. 
Tab. 2.1: Übersicht über die Familien, Gattungen und Anzahl der Arten der Ordnung Verongida (nach van 
Soest[72]) 
Familie Gattung Anzahl Arten 
Aplysinellidae Bergquist, 1980 
Aplysinella Bergquist, 1980 2 
Porphyria Bergquist, 1995 1 
Suberea Bergquist, 1995 12 
Aplysinidae Carter, 1875 
Aiolochroia Wiedenmayer, 1977 3 
Aplysina Nardo, 1834 46 
Verongula Verrill, 1907 3 
Ianthellidae Hyatt, 1875 
Anomoianthella Bergquist, 1980 3 
Hexadella Topsent, 1896 8 
Ianthella Gray, 1869 10 
Pseudoceratinidae Carter, 1885 Pseudoceratina Carter, 1885 4 
 
Die Schwämme der Ordnung Verongida zeichnen sich vor allem durch das Fehlen eines 
mineralischen Skelettes aus (siehe Abschnitt 2.4). Stattdessen sind sie mit einem kollagenen 
Mesohyl ausgestattet, welches mit Sponginfasern durchzogen ist[23,42,71,74]. Die Skelette aus 
diesen Sponginfasern weisen je nach Schwammart unterschiedliche Strukturen auf. Sie 
können als netzförmige oder dendritische Formen vorliegen[71]. Je nach Struktur und 
Zusammensetzung werden die Schwämme in ihre jeweiligen Familien eingeordnet[19,71]. 
Des Weiteren gelten die Schwämme dieser Ordnung als die reichste Quelle für bromierte 
Naturstoffe, die sich biogenetisch vom Tyrosin ableiten lassen[75].  
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Schwammspezies Aplysina cavernicola und Ianthella 
basta untersucht, die im Folgenden näher beschrieben werden. 
2.2.1 Die Schwammspezies Aplysina cavernicola 
Die Schwammspezies Aplysina cavernicola oder auch gelber Höhlenschwamm gehört zu der 
Gattung Aplysina und kann nach van Soest[76] wie folgt systematisch eingeordnet werden: 
Reich:  Animalia 
Stamm:  Porifera 
Klasse:  Demospongiae 
Ordnung:  Verongida 
Familie:  Aplysinidae 
Gattung:  Aplysina  
Die Gattung Aplysina (früher Verongia) besteht neben A. cavernicola aus weiteren 45 
Spezies, darunter Aplysina aerophoba, Aplysina archeri, Aplysina cauliformis, Aplysina 
fistularis, Aplysina insularis oder Aplysina thiona[77]. 
Die meisten Spezies dieser Gattung sind in tropischen Regionen beheimatet. Das 
Verbreitungsgebiet der A. cavernicola sowie das der Zwillingsspezies A. aerophoba liegt 
jedoch im Mittelmeerraum[78]. Beide Arten weisen einen sehr ähnlichen morphologischen 
Aufbau auf und sind daher schwer voneinander zu unterscheiden. Während A. aerophoba 
jedoch eher in flachen Regionen zu finden ist, wächst A. cavernicola in Höhlen und/oder 
größeren Meerestiefen ab 30 m[79]. 
 
Abb. 2.5: Unterwasseraufnahme der Aplysina cavernicola, Foto: © Peter Jonas - www.unterwasser-welt-
mittelmeer.de 
Beide Schwämme sind durch eine leuchtend gelbe Farbe gekennzeichnet. In A. aerophoba 
wird diese durch das Pigment Uranidin hervorgerufen[80]. In A. cavernicola ist dagegen die 
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3,4-Dihydroxychinolin-2-carbonsäure dafür verantwortlich[12]. Stirbt der Schwamm ab, ändert 
sich seine Farbe zu einem dunklen Violett bis Braun[81].  
Morphologisch betrachtet besteht der Schwammkörper von A. cavernicola aus einer im 
Durchmesser circa 50 cm großen Kolonie von fingerförmigen Fortsätzen (Abb. 2.5), die an 
der Basis miteinander verwachsen sind. Die Fortsätze weisen einen Durchmesser von 1-2 cm 
und eine Höhe von 5-10 cm auf. Jeder dieser Fortsätze besitzt am oberen Ende ein 1-3 mm 
großes Osculum. Im Gegensatz zur A. aerophoba sind jedoch keine kleinen Auswüchse, die 
vermutlich der vegetativen Fortpflanzung dienen, an der Oberfläche der A. cavernicola zu 
finden[81]. 
A. cavernicola ist für eine ganze Reihe an bromierten Naturstoffen bekannt. So konnten bisher 
Cavernicoline, Bromtyrosinketale, Bromtyrosin-Lacton-Derivate, Spirocyclohexadienisoxa-
zoline (sogenannte Isoxazolin-Alkaloide) aber auch Verongiahydrochinone und 
Dibromcyclohexadiene isoliert werden[38]. Aerothionin (Abb. 2.6), ein bromiertes Isoxazolin-
Alkaloid, bildet dabei die Hauptkomponente und besitzt antibakterielle Wirkung[82,83]. Frühere 
Untersuchungen konnten Aerothionin in den Schwammzellen, den sogenannten spherulous 
cells, von Aplysina fistularis nachweisen, sodass davon auszugehen ist, dass dieser Metabolit 















Abb. 2.6: Struktur des Aerothionins (nach Moody et al.[85]), dem Hauptalkaloid des Schwammes Aplysina 
cavernicola 
2.2.2 Die Schwammspezies Ianthella basta 
Die Schwammspezies Ianthella basta oder auch Elefantenohrschwamm gehört zu der Gattung 
Ianthella und kann nach van Soest[86] wie folgt systematisch eingeordnet werden: 
Reich:  Animalia 
Stamm:  Porifera 
Klasse:  Demospongiae 
Ordnung:  Verongida 
Familie:  Ianthellidae 
Gattung:  Ianthella 
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Die Gattung Ianthella besteht neben I. basta aus den Spezies Ianthella aerophoba, Ianthella 
concentrica, Ianthella flabelliformis, Ianthella homei, Ianthella labyrinthus, Ianthella macula, 
Ianthella quadrangulata, Ianthella reticulata sowie Ianthella topsenti[87]. 
Das Verbreitungsgebiet der I. basta umfasst neben Nord-Australien (Great Barrier Reef und 
Torres Strait) und Papua Neu Guinea (Bismarcksee) auch Guam, die Maskarenen, Indonesien 
sowie den Indischen Ozean[86,88]. 
 
Abb. 2.7: Unterwasseraufnahme der Ianthella basta, Foto: © Dave Herrick/Ryan Photographic - 
www.ryanphotographic.com 
Die Farbe der I. basta wird durch die zwei Farbvarianten gelb und violett dominiert[89]. Es 
können jedoch auch die Farbvarianten grün, orange oder blau auftreten[88].  
Morphologisch betrachtet besitzt I. basta eine fächer- oder vasenförmige Gestalt (Abb. 2.7) 
und kann bis zu 1,50 m groß werden. Die Fächer größerer Individuen bilden eine 
wellenförmige Struktur aus, wobei die Wellen entlang der vertikalen und gelegentlich auch 
entlang der horizontalen Achse des Schwammes verlaufen. Die einzelnen Fächer weisen 
dabei eine Dicke von 1-3 mm auf. Auf der Schwammoberfläche zeichnet sich in Form von 
Rippen und konischen Erhebungen das darunterliegende Schwammskelett ab. Des Weiteren 
ist die Schwammoberfläche mit einer großen Anzahl an Poren wie den Oscula, die eine Größe 
von bis zu 1 mm Durchmesser aufweisen, durchsetzt[88,90].  
Die Schwammspezies I. basta ist wie A. cavernicola für eine Reihe von bromierten 
Naturstoffen bekannt. Die sogenannten Bastadine (Abb. 2.8), zeichnen sich im Vergleich zu 
anderen bromierten Tyrosin-Derivaten durch eine komplexere Struktur aus. So handelt es sich 
bei den Bastadinen um peptidähnliche Moleküle, die zumeist aus je zwei Tyrosin- und 
Tyramin-Einheiten aufgebaut sind. Sie treten mehrheitlich als makrocyclische Arylether auf. 
Die Aminogruppen der Bromtyrosin-Einheiten sind typischerweise zu Oximen oxidiert[37,91–
94].  
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Die ersten Bastadine konnten bereits 1980 von Kazlauskas et al. isoliert werden[34]. Bis heute 
wurden mehr als 25 Bastadin-Derivate entdeckt[92,94]. 2013 konnten Niemann et al. das erste 
Trimer, das Sesquibastadin, aus I. basta isolieren[94]. Die Bastadine sind für eine Reihe von 
biologischen Eigenschaften bekannt. So besitzen sie antibakterielle[95,96], cytotoxische[93,97] 




























































Bastadin 6:    R1 = R2 = R3 = Br
Bastadin 7:    R1 = Br, R2 = R3 = H
Bastadin 9:    R1 = R3 = H, R2 = Br
Bastadin 16:  R1 = H, R2 = R3 = Br SesquibastadinBastadin 3  
Abb. 2.8: Struktur der Bastadine 3, 6, 7, 9, 16 (nach Kunze et al.[99]) sowie des Sesquibastadins (nach Niemann 
et al.[94]) aus I. basta 
2.3 Chitin-Protein-Komplexe 
2.3.1 Bausteine des Lebens - die Aminosäuren 
Aminosäuren sind organische Verbindungen, die sowohl mindestens eine Carboxyl- als auch 
mindestens eine Aminogruppe besitzen. Zudem wird jede Aminosäure durch ihre spezifische 


















R = org. Resta) b) R = org. Rest  
Abb. 2.9: a) Allgemeine Struktur einer Aminosäure[101]; b) Strukturen der -, - und -Aminosäuren[100] 
Je nach Position der Aminogruppe werden die Aminosäuren in -, - und -Aminosäuren 
unterteilt (siehe Abb. 2.9b)[100]. Die meisten Aminosäuren sind -Aminosäuren, die am -C-
Atom ein chirales Zentrum mit vier verschiedenen Substituenten besitzen, sodass zwei 
verschiedene Enantiomere der jeweiligen Aminosäure existieren. Die einzige Ausnahme 
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bildet dabei Glycin, welches aufgrund seiner zwei Wasserstoffatome am -C-Atom kein 
Stereozentrum besitzt[102]. Je nach Stellung der Aminogruppe am -C-Atom in der 
Fischerprojektion werden diese Aminosäuren in L-Aminosäuren (Aminogruppe steht nach 
links) und D-Aminosäuren (Aminogruppe steht nach rechts) unterschieden. Die D-Form 
kommt dabei in der Natur weitaus seltener vor als die L-Form[101,103].  
Aufgrund ihrer Struktur liegen Aminosäuren im festen Zustand sowie in polaren 
Lösungsmitteln als Zwitterionen vor[100] und gehören damit zur Gruppe der amphoteren 
Verbindungen[104]. Jede Aminosäure besitzt einen charakteristischen pH-Wert, den isoelek-
trischen Punkt (IEP), an dem die Gesamtladung des Moleküls gleich null ist. Unterhalb des 
IEPs (im Sauren) liegen die Aminosäuren überwiegend protoniert als Kationen vor, während 
sie oberhalb des IEPs (im Basischen) vornehmlich nichtprotoniert als Anionen 
vorliegen[101,104]. 
Heute sind mehr als 700 natürlich vorkommende Aminosäuren bekannt[105]. Zwanzig davon 
werden als die sogenannten proteinogenen Aminosäuren (Tab. 2.2) bezeichnet, da diese die 
Bausteine von Peptiden und Proteinen in jedem Organismus darstellen[105,106].  
Die proteinogenen Aminosäuren sind stets L-Aminosäuren[105,107] und können im Hinblick auf 
ihre Seitenketten in aliphatische (Glycin, Alanin, Leucin, Isoleucin, Valin), basische (Lysin, 
Arginin, Histidin), schwefelhaltige (Methionin, Cystein), cyclische (Prolin) und aromatische 
bzw. heteroaromatische (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan) Aminosäuren sowie 
Hydroxyaminosäuren (Serin, Threonin) und Aminodicarbonsäuren bzw. deren -Amide 
(Asparagin, Asparaginsäure, Glutamin, Glutaminsäure) unterschieden werden[100,107].  
Des Weiteren kann eine posttranslationale Modifizierung (Veränderung nachdem die 
Aminosäuren in das Protein eingebaut worden sind) von Aminosäuren in Proteinen 
auftreten[108]. Ein Beispiel dafür sind Hydroxyprolin und Hydroxylysin, welche im 
Strukturprotein Kollagen zu finden sind[102,109]. Dort tragen sie zur Stabilisierung bei. 
Hydroxylysin ist dabei zum einen für eine Quervernetzung im Molekül verantwortlich und 
dient zum anderen als Verbundstelle zu Polysacchariden, was eine Glycosylierung des 
Kollagenmoleküls zur Folge hat[109]. Die Funktion dieser Glycosylierung ist allerdings nicht 
bekannt[102]. Ein weiteres Beispiel ist die posttranslationale Halogenierung von 
Aminosäuren[110]. 
GRUNDLAGEN   
 
13 
Tab. 2.2: Übersicht der proteinogenen Aminosäuren (nach Breitmaier und Jung[107]) 
Bezeichnung, Drei- und Einbuchstabencode 
sowie Struktur der Aminosäure 
Bezeichnung, Drei- und Einbuchstabencode 
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Neben den proteinogenen Aminosäuren ist eine ganze Reihe von nicht-proteinogenen 
Aminosäuren aus der Natur bekannt. Die Funktion dieser nicht-proteinogenen Aminosäuren 
ist bis heute nicht komplett verstanden. Einige wie Ornithin oder Homocystein sind 
Zwischenprodukte im Primärstoffwechsel wie dem Harnstoffzyklus[111]. Weiterhin können sie 
als Botenstoffe (beispielsweise -Aminobuttersäure (GABA)) und Neurotransmitter 
fungieren[112,113] oder als Prekursoren für andere essentielle Bausteine im Organismus 
dienen[114,115]. Es wird außerdem angenommen, dass bestimmte Aminosäuren in Pflanzen eine 
tragende Rolle als Wirkstoffe in der Abwehr gegen Fressfeinde spielen[105]. 
2.3.2 Aufbau und Struktur der Proteine 
Proteine sind Makromoleküle, die aus proteinogenen Aminosäuren bestehen. Die 
Aminosäuren sind dabei über eine Peptidbindung miteinander verknüpft (Abb. 2.10). Diese 
entsteht durch die Reaktion der Aminogruppe einer Aminosäure mit der Carboxylgruppe einer 
zweiten Aminosäure unter Abspaltung eines Wassermoleküls[101]. Auf diese Weise werden 
Ketten gebildet, die als Peptide bezeichnet werden. Je nach Kettenlänge werden diese in 
Oligopeptide (bis zu 10 Aminosäuren), Polypeptide (11 – 100 Aminosäuren) und Proteine 
(mehr als 100 Aminosäuren) unterteilt[107,116,117]. Die Grenzen sind insbesondere zwischen 






















Abb. 2.10: Bildung der Peptidbindung am Beispiel des Dipeptids Glycyl-Alanin (nach Whitford[101]) 
Der räumliche Aufbau der Proteine kann durch die vier Ebenen Primär-, Sekundär-, Tertiär-, 
und Quartärstruktur (Abb. 2.11) beschrieben werden[100,101,108,120]. Die Primärstruktur (Abb. 
2.11a) bezeichnet hierbei die Abfolge der Aminosäuren in der Proteinkette, die sogenannte 
Aminosäuresequenz. Die Sekundärstruktur (Abb. 2.11b) gibt dagegen die räumliche 
Anordnung nahe beieinander liegender Aminosäuren wieder und wird durch 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den CO- und NH-Gruppen des Rückgrats der 
Proteinkette bestimmt. Typische Konformationen sind die -Helix oder das -Faltblatt. 
Daneben gibt es Sekundärstrukturen, die nur in speziellen Proteinen auftreten. So kommt es 
beispielsweise im Strukturprotein Kollagen zur Bildung von sogenannten Tripelhelices. Diese 
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sind für die hohe Zugfestigkeit und die geringe Dehnbarkeit des Kollagens verantwortlich[120]. 
Ungeordnete Bereiche werden als Random Coil bezeichnet[108]. 
 
Abb. 2.11: Die vier Ebenen der Proteinstruktur (nach Horton et al.[102]) 
Als Tertiärstruktur (Abb. 2.11c) wird die dreidimensionale Anordnung der gesamten 
Polypeptidkette bezeichnet. Sie wird durch verschiedene Wechselwirkungen zwischen den 
Seitenketten der Aminosäuren bestimmt[118,121]. Dazu gehören Wasserstoffbrückenbindungen, 
hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen, aber auch kovalente Disulfidbrücken. 
Besteht das Protein aus mehreren Polypeptidketten, bildet sich eine Quartärstruktur (Abb. 
2.11d) aus, die durch die Lage der Peptidketten zueinander definiert ist[108,120]. 
Aufgrund großer struktureller Unterschiede hat sich eine Systematisierung der Proteine als 
schwierig erwiesen[100,122]. Vielfach werden sie jedoch nach ihren physikalisch-chemischen 
Eigenschaften in die drei Klassen globuläre Proteine, fibrilläre Proteine sowie 
Proteinkomplexe (früher Proteide), die proteinfremde Bestandteile enthalten, unterteilt[121].  
Die fibrillären Proteine, auch Faser- oder Skleroproteine, sind aufgrund ihrer starken 
zwischenmolekularen Bindungen im Gegensatz zu den globulären Proteinen wasserunlöslich. 
Des Weiteren bilden sie Faserstrukturen aus, die sie in die Lage versetzen, Gerüst- und 
Stützfunktionen im Organismus zu übernehmen[100,123]. Viele besitzen außerdem O- bzw. N-
glycosidisch gebundene Saccharide und zählen damit gleichzeitig zu den 
Glycoproteinen[121,123].  
Bekannte Skleroproteine sind neben den Kollagenen, die im Bindegewebe vorkommen[109,121], 
Elastin, das Bestandteil elastischer Fasern ist[121,123], oder auch Keratine in Haaren, Federn 
oder Nägeln bzw. Hufen[101]. Auch das Spongin, welches in den Skeletten der marinen 
Schwämme der Ordnung Verongida zu finden ist (siehe Abschnitt 2.4.1), zählt zu den 
Skleroproteinen. 
2.3.3 Aufbau, Struktur und Eigenschaften des Chitins 
Chitin wurde erstmals 1811 unter dem Namen „Fungin“ von H. Braconnot beschrieben[124,125]. 
Der Name „Chitin“ wurde erst 1823 durch A. Odier geprägt[125,126].  



















































Abb. 2.12: Struktur des Chitins (nach Ehrlich[127]) 
Chitin ist nach Cellulose das am weitesten verbreitete Polysaccharid[20,128,129] und besteht aus 
2-Acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose-Einheiten, auch als N-Acetyl-Glucosamin-Einheiten 
bezeichnet, (siehe Abb. 2.12), die über eine -1,4-glycosidische Bindung miteinander 
verknüpft sind[130].  
Strukturell kann Chitin als Derivat der Cellulose verstanden werden. So unterscheidet sich das 
Chitin von der Cellulose nur an der C2-Position. Während sich in der Cellulose an dieser 
Position eine Hydroxyl-Gruppe befindet, ist diese im Chitin durch eine N-Acetyl-Gruppe 
ersetzt[131]. 
Chitin tritt in der Natur in den drei Kristallstrukturen -Chitin, -Chitin und -Chitin 
auf[131,132], welche sich in der räumlichen Anordnung ihrer Polymerketten (siehe Abb. 2.13) 
zueinander unterscheiden. Die am häufigsten vorkommende Form -Chitin[129] weist eine 
antiparallele Ausrichtung der Polymerketten auf, welche zudem in Schichten angeordnet sind. 
Das wesentlich seltener vorkommende -Chitin besitzt dagegen parallel zueinander 
ausgerichtete Polymerketten. In der dritten Form, dem -Chitin, liegen zwei parallele und eine 
dazu antiparallele Polymerkette vor. -Chitin stellt jedoch vermutlich nur eine Variante des 
-Chitins dar[129].  
-Chitin -Chitin -Chitin 
Abb. 2.13: Anordnung der Polymerketten der verschiedenen Kristallstrukturen des Chitins 
-Chitin kristallisiert in der Raumgruppe P212121
[133]. Durch die entgegengesetzte Anordnung 
der Polymerketten treten neben intramolekularen auch intermolekulare Wechselwirkungen 
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zwischen den Schichten auf (Abb. 2.14a), welche die Stabilität erhöhen[134]. Bei den 
intramolekularen Wechselwirkungen handelt es sich um Wasserstoffbrücken, die zwischen 
der Hydroxylgruppe an der C3-Position und dem Sauerstoffatom im Pyran-Ring (O(3‘)-
H…O(5)) sowie zwischen der Hydroxylgruppe an der C6-Position und dem Sauerstoffatom 
der N-Acetyl-Gruppe (O(6‘)-H…O(7)) wirken. Die intermolekularen Wechselwirkungen 
zwischen den jeweiligen Schichten werden durch C=O…H-N-Wasserstoffbrückenbindungen 
dominiert. Daneben können Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Hydroxylgruppen 
an der C6-Position zweier Monomere (O(6)-H…O(6‘)) beobachtet werden[133].  
-Chitin kristallisiert in trockener Form in der Raumgruppe P21
[135]. Wie im -Chitin treten 
im -Chitin intramolekulare Wechselwirkungen auf, jedoch fehlen aufgrund der parallelen 
Anordnung der Polymerketten die intermolekularen Wechselwirkungen (Abb. 2.14b). Dies 




Abb. 2.14: Strukturen des - und -Chitins: a) bc-Projektion des -Chitins mit einer statistischen Mischung 
aus zwei Konformationen der –CH2OH-Gruppen (entnommen aus Minke et al.[133]); b) bc-Projektion des -
Chitins (entnommen aus Gardner et al.[135])  
Chitin weist eine geringe Toxizität auf und ist biologisch durch die Enzyme Chitinase und 
Lysozym abbaubar[23]. Des Weiteren besitzt Chitin antibakterielle Eigenschaften[129]. 
Aufgrund seiner Struktur ist Chitin chemisch relativ inert. Somit ist es in Wasser und fast 
allen organischen Lösungsmitteln nahezu unlöslich[136,137]. Es kann jedoch in einer Mischung 
aus Lithiumchlorid und N,N-Dimethylacetamid[138], Calciumchlorid-gesättigtem 
Methanol[139,140], Phosphorsäure[141] sowie in ionischen Flüssigkeiten[142,143] gelöst werden.  
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2.3.4 Chitin-Protein-Komplexe in der Natur 
Chitin kommt in der Natur fast ausschließlich in Assoziation mit Proteinen unter Ausbildung 
komplexer Moleküle vor[144–147]. Diese Chitin-Protein-Komplexe sind in Arthropoden 
(Gliederfüßern) wie Insekten[27,148] oder Krustentieren[26,149,150], aber auch in Mollusken 
(Weichtieren) wie Tintenfischen[26,144] zu finden.  
Neueste Untersuchungen zeigen, dass sich Chitin-Protein-Komplexe bis ins Paläozoikum (bis 
vor ca. 542 bis 251 Millionen Jahren) zurückdatieren lassen. So konnten Cody et al. in den 
fossilen Kutikulen eines 310 Millionen Jahre alten Skorpions und eines 417 Millionen Jahre 
alten Eurypterids (Seeskorpion) Überreste eines Chitin-Protein-Komplexes nachweisen[151].  
Der Aufbau solcher Chitin-Protein-Komplexe ist nicht abschließend geklärt. Es gibt jedoch 
Hinweise darauf, dass das Chitin und das Protein kovalent miteinander verbunden sind und 
ein Glycoprotein bilden[26,152–154]. So wiesen sowohl Hackman[26] als auch Brine und 
Austin[153] nach, dass selbst nach einer ausgedehnten alkalischen Behandlung das isolierte 
Chitin Reste von Aminosäuren enthält.  
Die Chitin-Protein-Komplexe zeigen je nach Spezies große Unterschiede sowohl in den 
Chitin-zu-Protein-Verhältnissen als auch in der Zusammensetzung der vorhandenen 
Proteine[153,155,156].  
Um die Struktur der Chitin-Protein-Komplexe zu beschreiben, wurden einige Modelle 
entwickelt[147]. Das allgemein angenommene Modell wurde dabei von Blackwell und Weih 
aus Untersuchungen mittels Röntgen-Faserdiagrammen am Ovipositor (Eiablageapparat) der 
Schlupfwespe abgeleitet[27].  
 
Abb. 2.15: Anordnung der Protein-Untereinheiten um die Chitin-Innenfaser in den Mikrofibrillen mit Blick a) 
senkrecht zur Faserachse, b) parallel zur Faserachse, c) hexagonale Anordnung der Mikrofibrillen (entnommen 
aus Blackwell und Weih[27]) 
Die dreidimensionale Struktur (siehe Abb. 2.15) eines typischen Insekten-Chitin-Protein-
Komplexes besteht dabei aus kristallinen Chitin-Fasern, welche das Mark der Mikrofibrillen 
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darstellen. Das Protein bildet eine helikale Ummantelung mit sechs Untereinheiten um jede 
dieser Chitin-Fasern. Die Untereinheiten des Proteins wiederholen sich in einem Abstand von 
3,06 nm entlang der Faserachse. Die Mikrofibrillen besitzen einen Durchmesser von 7,25 nm 
und sind hexagonal zueinander angeordnet[27].  
Die Kutikulen von Insekten sind aus Chitin in einer Matrix aus kutikularem Protein 
aufgebaut[157]. Weitere Bestandteile sind Lipide[157,158]. Die Eigenschaften der Kutikulen leiten 
sich aus den Komponenten ab. Durch Variation der Orientierung und des Anteils der 
verschiedenen Bestandteile wie Chitin oder der Art des Proteins, aber auch durch 
Modifikation des Wasseranteils und des Grades der Vernetzung (Sklerotisierung) kann je 
nach vorgesehener Funktion eine große Palette an mechanischen Eigenschaften erzeugt 
werden[159]. Durch die sogenannte Sklerotisierung werden Kutikulen härter, trockener und 
auch resistenter gegen chemische und physikalische Zersetzung[160]. Es wird angenommen, 
dass Catecholamine als Dehydratisierungsreagenz, Proteindenaturierungsmittel aber auch als 
Prekursoren für chinoide Crosslink-Agenzien in der presklerotisierten Chitin-Protein-Matrix 
der Kutikulen fungieren[158,161]. Schäfer et al. untersuchten daher sklerotisierte Insekten-
Kutikulen auf ihre Zusammensetzung und die vorliegende Crosslink-Struktur[158]. Sie konnten 
in den sklerotisierten Kutikulen direkte kovalente Verknüpfungen zwischen Stickstoff im 
Ringsystem von Histidylresten der Proteine und Kohlenstoff im Ringsystem vom Dopamin 
abgeleiteten Catecholaminen nachweisen (siehe Abb. 2.16)[158]. Sowohl Christensen et al.[161] 
als auch Stankiewicz et al.[162] konnten diese Struktur durch REDOR-NMR-Messungen bzw. 
durch Pyrolyse/Gaschromatographie und Pyrolyse/Gaschromatographie-Massenspektrometrie 
bestätigen. Auch von Gonil et al. durchgeführte 13C CP MAS NMR-Messungen an nativen, 
abgestreiften Häuten von Zikaden zeigen neben typischen Signalen für Protein und Chitin 
Signale für Catechole[157].  
 
Abb. 2.16: Vermutete Crosslink-Struktur der Arthropoden-Kutikulen (entnommen aus Stankiewicz et al.[162]) 
Die Kutikulen bzw. Exoskelette von Crustacea wie Krabben oder Shrimps sind im Gegensatz 
zu den Kutikulen von Insekten neben Chitin in einer Proteinmatrix auch aus anorganischen 
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Mineralien aufgebaut[157]. Typische anorganische Verbindungen stellen dabei Calciumsalze 
wie Calciumcarbonat dar[150,163]. Sie dienen der weiteren Härtung bzw. Verstärkung der 
Kutikula[150,164].  
Die Kutikula der Crustacea (Abb. 2.17) ist in drei Schichten unterteilt und weist eine 
hierarchische Struktur auf[164–167]. Die äußerste Schicht wird als Epikutikula bezeichnet und 
besteht aus langkettigen Kohlenwasserstoffen, Estern, Fettsäuren und Alkoholen[164]. Darunter 
liegen die Exokutikula und die Endokutikula. Beide bestehen aus verschiedenen 
Strukturebenen[167]. 18-25 mit Protein ummantelte -Chitin-Moleküle bilden Nanofibrillen 
mit einem Durchmesser von 2-5 nm und einer Länge von ca. 300 nm aus. Diese Nanofibrillen 
lagern sich zu Chitin-Protein-Fasern mit einem Durchmesser von 50-300 nm zusammen. Die 
Chitin-Protein-Fasern wiederum bilden ein in sich verwebtes und periodisch verzweigtes 
Netzwerk aus, welches planare Chitin-Protein-Schichten formt[167,168]. Die Lücken zwischen 
den Fasern sind mit Protein und Mineralien aufgefüllt[166,167]. Die entstandenen Schichten sind 
spiralförmig aufeinander gestapelt und bilden die sogenannte Bouligand-Struktur 
aus[149,164,166–168].  
 
Abb. 2.17: Hierarchischer Aufbau eines Exoskelettes der Crustacea (entnommen aus Raabe et al.[167]) 
Ferner liegen Chitin-Protein-Komplexe in den Schalen vieler Mollusken vor. Diese sind aus 
den folgenden drei Schichten aufgebaut: äußere Schalenhaut (Periostracum), äußere 
Prismenschicht (Ostracum) und innere Perlmuttschicht (Hypostracum)[169]. Die Schalenhaut 
ist dabei rein organischer Natur und dient dem Schutz der darunter liegenden Schichten[170]. 
Sowohl die Prismen- als auch die Perlmuttschicht bestehen dagegen aus Calciumcarbonat und 
einer organischen Matrix[171]. In der Forschung steht insbesondere die Perlmuttschicht im 
Fokus[171–173]. Diese Schicht besteht aus polygonalen 5-15 µm großen und ca. 0,5 µm dicken 
Aragonitplättchen. Diese sind horizontal in Lamellen angeordnet und werden jeweils durch 
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eine 50-80 nm dicke organische Matrix, bestehend aus -Chitin und Proteinen, voneinander 
getrennt[173,174]. Es wird angenommen, dass die organische Matrix als Gerüst dient und an der 
Biomineralisation beteiligt ist[172,175]. Levi-Kalisman et al. entwickelten 2001 basierend auf 
cryo-TEM-Aufnahmen ein Modell dieser organischen Matrix (Abb. 2.18)[174], wonach in 
dieser Chitin-Protein-Komplexe als sandwichähnliche Strukturen vorliegen[170,176].  
Das hochgeordnete -Chitin bildet dünne Schichten aus, die von dicken Glycin- und Alanin-
reichen Seidenfibroin-ähnlichen Protein-Gelen sandwichartig umgeben sind. Des Weiteren 
sind Asparaginsäure-reiche Glycoproteine zum einen im Protein-Gel eingeschlossen und zum 
anderen auf den Chitin-Fasern adsorbiert[173,174]. Einige der adsorbierten Glycoproteine dienen 
vermutlich der epitaktischen Nukleation der Aragonit-Kristalle[172]. 
Die Art der Assoziation zwischen -Chitin und den Seidenfibroin-ähnlichen Proteinen ist bis 
heute nicht abschließend geklärt[177,178]. Weiß et al. konnten jedoch Hinweise finden, die 
darauf schließen lassen, dass auch in den Molluskenschalen kovalente Bindungen zwischen 
-Chitin und den Proteinen existieren[179]. 
 
Abb. 2.18: Levi-Kalismann-Modell der organischen Matrix in der Perlmuttschicht[174] (entnommen aus Levi-
Kalisman et al.[174]) 
Ein weiteres Beispiel für Chitin-Protein-Komplexe stellen die Skelette der Schwämme der 
Ordnung Verongida dar[23]. Bis heute ist jedoch nicht bekannt, wie die organischen 
Komponenten wie Proteine mit dem Chitin-Gerüst in den Skeletten verbunden bzw. verbrückt 
sind[23,99]. Die vorhergehenden Beispiele legen jedoch die Vermutung nahe, dass auch in den 
Skeletten mariner Schwämme die organischen Komponenten fest - wahrscheinlich kovalent - 
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2.4 Das Skelett der Schwämme der Ordnung Verongida 
Schwämme besitzen ein Skelett, welches aus einem Komposit verschiedener Biomaterialien 
besteht[21]. Dazu zählen je nach Schwammart organische, aber auch anorganische 
Bestandteile.  
Das Skelett dient vor allem zur Stabilisierung des Schwammkörpers[56,145]. Daneben scheint 
das Skelett jedoch, wenn auch nur untergeordnet[57], eine Rolle in der Verteidigung des 
Schwammes gegen Feinde zu spielen. So konnten Hill et al. zeigen, dass der Schwamm 
Anthosigmella varians in der Lage ist, die Spikulenkonzentration während eines Angriffes zu 
erhöhen[180,181]. 
Die Skelette der Hornkieselschwämme bestehen aus organischen Komponenten wie 
Proteinen[19], Polysacchariden[20,21] und/oder kieselsäurehaltigen Spikulen[15,22].  
Die Skelette der Ordnung Verongida zeichnen sich wie die der Ordnungen Dendroceratida 
und Dictyoceratida durch das Fehlen kieselsäurehaltiger Spikulen aus[23]. Stattdessen bestehen 
diese aus Spongin, einem kollagenartigen Protein[23], und Chitin[20,21,24]. Das Spongin liegt 
dabei in Fasern vor, die typischerweise aus einem porösen Material, einer Art „Mark“, und 
einer mehrschichtigen „Rinde“ bestehen[19,71]. Die „Rinde“ kann dabei bis zu 25 µm dick sein 
und ist aus Schichten von Mikrofibrillen mit einer Größe von 4-6 nm im Durchmesser 
aufgebaut[182]. 
2.4.1 Spongin – Gerüstsubstanz im Schwammskelett 
Obwohl die aus Spongin bestehenden Schwammskelette des Badeschwammes Spongia 
officinalis obliqua[183] und des Pferdeschwammes Hippospongia equina[184] schon seit 
Jahrtausenden kommerziell genutzt werden[23,185], ist die chemische Struktur des Spongins 
nicht komplett erforscht[23,186]. Heute ist bekannt, dass es sich bei Spongin um ein 
schwefelhaltiges[23,187], halogeniertes[23,183,184] und chemisch dem Kollagen verwandtes 
Skleroprotein[23,187,188] handelt. Es ist unlöslich, chemisch inert und resistent gegen die 
enzymatische Verdauung[187]. So konnten Junqua et al. schon 1974 zeigen, dass 
Sponginfasern im Gegensatz zu Kollagen sowohl gegen bakterielle Kollagenasen, Pepsin, 
Trypsin, Chymotrypsin, Pronase und Papain als auch gegen Elastase, Lysozym, Cellulase und 
Amylase resistent sind[25]. 
Die chemische Natur des Spongins war schon sehr früh Gegenstand der Forschung. Basierend 
auf diesen Untersuchungen wurde Spongin im Laufe der Zeit ebenfalls als Seide, Faserskelett, 
Pseudokeratin, Neurokeratin, hornartiges Protein, sklerotisiertes Kollagen oder auch kollagen-
ähnliches Protein definiert[23]. 
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1707 berichtete Geoffroy das erste Mal über Ähnlichkeiten zwischen Seide und den 
Skelettfasern des Badeschwammes[23]. 1843 postulierte Crookewitt, dass die hornartigen 
Fasern sehr ähnlich, wenn nicht sogar identisch mit Fibroin und Sericin der Seide seien und 
sich nur durch den Gehalt an Schwefel, Iod und Phosphor von diesen unterscheiden 
würden[23]. Städeler führte 1859 den Namen „Spongin“ ein und konnte zeigen, dass sich 
Spongin und Fibroin durchaus unterscheiden[189]. So wies er nach, dass die Schwammfasern 
nach der Zersetzung mit verdünnter Schwefelsäure sowohl Leucin als auch Glycin freisetzen, 
während Fibroin nach der Zersetzung Tyrosin liefert[189].  
Im Jahr 1926 untersuchte Clancey die Aminosäurezusammensetzung des Spongins aus dem 
Pferdeschwamm H. equina nach einer sauren Hydrolyse mittels HCl sowie einer Entfernung 
des Iods zur Bestimmung des Tyrosin-Gehaltes[190]. Dabei konnte er 14 % Glycin, 5,7 % 
Prolin, 7,9 % Leucin, 2,8 % Tyrosin, 18,4 % Glutaminsäure und 4,5 % Asparaginsäure, 
jedoch kein Hydroxyprolin finden. Er glaubte außerdem, dass die Konstitution des Spongins 
mit der Herkunft desselben variiert. Darüber hinaus war er der Ansicht, dass das Spongin eher 
mit dem Kollagen als mit dem Fibroin verwandt ist[190]. 
Im Gegensatz zu Clancey untersuchte Low 1951 den Ba(OH)2-Extrakt des gesäuberten und 
gebleichten Badeschwammes Spongia officinalis obliqua und konnte neben Asparaginsäure, 
Glutaminsäure, Lysin, Glycin, Alanin, Prolin, Hydroxyprolin, Leucin, Valin, Methionin, 
Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan, Histidin und -Aminobuttersäure (AABA) auch iodierte 
und bromierte Tyrosine nachweisen[183]. Saper untersuchte 1958 sowohl den sauren als auch 
den basischen Extrakt des gesäuberten und gebleichten H. equina[184]. Im Gegensatz zu Low 
konnte er im basischen Extrakt weder AABA, Methionin noch 3-Monoiodtyrosin oder 3,5-
Dibromtyrosin finden. Stattdessen konnte er jedoch sowohl GABA als auch Cystin, Threonin, 
Serin und Ornithin nachweisen[184]. 
Neben der chemischen Zusammensetzung stand ebenfalls die Morphologie der Spongine im 
Fokus der Untersuchungen. So konnten Gross et al. 1956 zwei morphologisch 
unterschiedliche Spongine[191] aus dem Grasschwamm Spongia graminea, der zur selben 
Gattung wie der Badeschwamm gehört, isolieren. Dabei beschrieben sie das Spongin „A“ als 
ca. 20 nm dicke unverzweigte Fibrillen mit einer axialen Periode von 625-650 Å, die aus dem 
Mesohyl extrahiert wurden. Spongin „B“ zeichnete sich dagegen durch 10-50 µm dicke 
verzweigte Fasern aus, die aus Bündeln dünner Filamente mit einer Dicke geringer als 10 µm 
bestehen[191]. Beide wiesen mit 1,6 (Spongin „A“) bzw. 1,8 (Spongin „B“) ein sehr ähnliches 
Glycin-zu-Hydroxyprolin-Verhältnis auf. Aufgrund der Ähnlichkeit der axialen Periode des 
Spongin „A“ und der gefundenen Glycin-zu-Hydroxyprolin-Verhältnisse zu Kollagen kann in 
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beiden Fällen auf einen kollagen-ähnlichen Charakter der Spongine geschlossen werden[191]. 
Allerdings konnten Gross et al. auch feststellen, dass sich die beiden Spongine vom Kollagen 
unterscheiden. So werden Spongin „A“ und „B“ im Gegensatz zu Kollagen aus Säugetieren 
weder durch Pepsin noch durch Kollagenase aufgelöst[191]. Zudem konnten sie in beiden 
Sponginarten Monosaccharide finden. So wiesen sie im Spongin „A“ chromatographisch 
Glucosamin, Galactosamin, Glucose, Galactose, Mannose, Fucose, Arabinose und Uronsäure 
nach, während sie im Spongin „B“ sehr kleine Mengen von Aminozuckern sowie Glucose 
und Galactose identifizierten[191]. Katzman et al. konnten 1970 ähnliche Ergebnisse erzielen 
und fanden für Spongin „B“ im Schwamm Hippospongia gossypina 3,0 % Galactose, 2,3 % 
Glucose, 0,3 % Mannose sowie 0,5 % Hexosamin[192]. Darüber hinaus fanden auch Junqua et 
al. kleine Mengen an Galactosyl-Hydroxylysin und auch Glycosyl-Galactosyl-Hydroxylysin 
in den Sponginfasern der Schwämme Hippospongia communis, Cacospongia scalaris und in 
den nur für Ircinia variabilis typischen Sponginfilamenten[25], welche auf eine Glykosylierung 
des Spongins schließen lassen. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Schwammskelette 
der Ordnung Verongida neben Spongin auch das Polysaccharid Chitin enthaltenu.a.[20,21] (siehe 
Abschnitt 2.4.2). Wie das Chitin und das Spongin miteinander verbunden sind, ist bis heute 
jedoch unklar[23]. Es kann jedoch aufgrund verschiedener Beispiele in der Naturu.a.[26,27,144,148] 
davon ausgegangen werden, dass es sich auch bei den Schwammskeletten um einen 
sogenannten Chitin-Protein-Komplex handelt (siehe Abschnitt 2.3.4). 
Der Term „Spongin“ impliziert, dass sowohl Spongin „A“ als auch Spongin „B“ nur in 
Schwämmen vorkommen. Dies trifft jedoch nur auf Spongin „B“ zu. So konnten verschiedene 
Studien zeigen, dass das Spongin „A“ in seiner molekularen Organisation und 
Zusammensetzung dem Kollagen, welches im gesamten Tierreich zu finden ist, entspricht[42]. 
Demnach wird der Ausdruck Spongin „A“ nicht mehr verwendet[25,42]. Gegenwärtig wird 
zwischen Spongin und Kollagen im Schwamm unterschieden. So ist Spongin nur in 
Schwämmen der Klasse Demospongia zu finden, während fein verteilte Kollagenfasern in 
allen Schwämmen vorkommen[193]. Nichtsdestotrotz gilt der kollagenähnliche Charakter des 
Spongins heute als gesichert. So zeigten genomische und cDNA-Studien, dass Spongin das 
typische kollagene Sequenzmotiv Gly-Xaa-Yaa enthält[194]. Dabei kann Hydroxyprolin 
sowohl die Xaa- als auch die Yaa-Position besetzen[194]. Weitere Untersuchungen zeigten, 
dass Spongin – zumindest zum Teil – aus sogenannten Kurzkettenkollagenen (short chain 
collagen), welche als Spongin Short Chain Collagens[195] bezeichnet werden, besteht[195–197]. 
Diese Kurzkettenkollagene weisen Ähnlichkeiten zum Typ IV Kollagen, einem 
Netzwerkkollagen, das in allen multizellulären Organismen in den sogenannten 
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Basalmembranen vorkommt[197], auf. Aufgrund des Fehlens dieser Basalmembranen in 
Schwämmen wird vermutet, dass die Spongin-Familie zwei Evolutionslinien reflektiert. Eine 
Linie könnte dabei die Ausbildung von Exokollagenen, wozu auch das Spongin gehört, sein. 
Die andere Linie könnte zur Differenzierung der Basalmembrankollagene geführt 
haben[194,195,197]. 
Im Schwamm erfüllt Spongin neben dem mechanischen Support als Skelett eine Reihe von 
Funktionen[23,42,195,197]. So ist es zum einen für die Anhaftung des Schwammes an sein 
Substrat verantwortlich. Zum anderen dient es in Schwämmen, die Spikulen besitzen, als eine 
Art „Zement“. Darüber hinaus kann es auch als Schutzhülle in den Gemmulen, den 
Dauerknospen, gefunden werden[23,42,195,197]. 
2.4.2 Chitin – integraler Bestandteil im Schwammskelett der Ordnung Verongida 
Schon seit fast 200 Jahren ist bekannt, dass Chitin ein Teil der Skelettstruktur in 
verschiedenen Invertebraten ist[198]. Dass dieses Polysaccharid auch in Schwämmen 
vorkommt, war jedoch lange Zeit unklar[198,199]. Da Schwämme allerdings zu den ältesten 
Metazoa der Welt zählen und somit Einblicke in den Grundaufbau der Vielzeller liefern 
können, ist das Vorhandensein von Chitin in Schwämmen von großer evolutionärer 
Bedeutung[20,200,201].  
Ehrlich et al. berichteten 2007 zum ersten Mal, dass Chitin ein Bestandteil im 
Schwammskelett verschiedener Schwämme der Ordnung Verongida ist[20]. Das von ihnen in 
Aplysina sp. und Verongula gigantea gefundene Chitin weist dabei starke strukturelle 
Ähnlichkeiten zum -Chitin anderer Invertebraten auf[20].  
2009 entdeckten Brunner et al., dass filigrane Chitin-Gerüste ein integraler Bestandteil im 
Schwammskelett der Ianthella basta sind[21]. Sie konnten zeigen, dass die gefundenen Chitin-
Gerüste aus vernetzten Chitin-Fasern mit einem Durchmesser von 40-100 nm bestehen und in 
ihrer Gestalt stark dem nativen Skelett ähneln. Die einzelnen Fasern bestehen dabei aus lose 
gepacktem Chitin, welches wie in Aplysina sp. und Verongula gigantea eher -Chitin 
zuzuordnen ist[21].  
Ehrlich et al. konnten Chitin weiterhin in den Skeletten der Schwammspezies 
Aiolochroia crassa sowie Aplysina aerophoba, Aplysina cauliformis, Aplysina cavernicola 
und Aplysina fulva, welche ebenfalls zur Ordnung Verongida gehören, nachweisen[24]. 
Daneben konnten Wysokowsky et al. in Aplysina fistularis und Cruz-Barraza et al. in drei 
weiteren, darunter die bis dahin unbekannten Aplysina-Arten Aplysina clathrata und 
Aplysina revillagigedi, -Chitin finden[201,202]. Es kann daher davon ausgegangen werden, 
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dass -Chitin ein integraler Bestandteil im Skelett insbesondere der Schwammfamilie 
Aplysinidae ist und damit ein charakteristisches Merkmal dieser Familie darstellt[24,201,202].  
Interessanterweise konnte Chitin auch aus einem 505 Millionen Jahre alten Fossil des basalen 
Kieselschwammes Vauxia gracilenta isoliert werden[203]. Vauxia gracilenta wird aufgrund des 
Fehlens eines mineralisierten Skelettes ebenfalls zur Ordnung der Verongida-Schwämme 
gezählt[204]. Das in diesem Fossil identifizierte Chitin ist das bisher älteste in Fossilien 
nachgewiesene und belegt, dass Chitin evolutionsbiologisch betrachtet schon früh ein 
wichtiger Bestandteil in den Skeletten der Ordnung Verongida war[203].  
2.5 Analytische Möglichkeiten zur Charakterisierung der 
Schwammskelette 
In der Forschung standen bisher insbesondere die aus marinen Schwämmen extrahierbaren 
bioaktiven Naturstoffe im Mittelpunkt[1,2]. Untersuchungen des Schwammskelettes 
beschränkten sich dagegen bisher hauptsächlich auf die Aminosäurezusammensetzung des in 
den Schwammskeletten befindlichen Spongins (siehe Abschnitt 2.4.1) und den Nachweis von 
Chitin (siehe Abschnitt 2.4.2).  
Für eine erste analytische Einschätzung der Zusammensetzung der Schwammskelette der 
Ordnung Verongida kann eine Vielzahl von verschiedenen Analysenmethoden genutzt 
werden. Im Folgenden soll kurz auf die Elementbestimmung mittels ICP-OES, die Brom-
Bestimmung mittels Potentiometrie sowie auf die Resorcin-Methode zur Bestimmung von 
Sacchariden eingegangen werden. Darüber hinaus werden ebenfalls die ATR-FTIR- und 
NMR-Spektroskopie als Methoden zur chemischen Charakterisierung der Schwammskelette 
kurz betrachtet. Ebenso kann die GC-MS als Charakterisierungsmethode eingesetzt werden. 
Aufgrund ihrer Sonderstellung in der vorliegenden Arbeit wird diese Methode in Kapitel 4 
ausführlicher behandelt. 
2.5.1 ICP-OES 
Die optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma, kurz ICP-OES, 
wurde in den 1970er Jahren entwickelt und ist heute eine der wichtigsten Analysenmethoden 
der Elementanalytik. Sie kann für ca. 70 Elemente in unterschiedlichen Matrices eingesetzt 
werden[205,206]. 
Mit der ICP-OES können neben flüssigen und gasförmigen auch feste Proben, allerdings nur 
nach einem geeigneten Aufschluss, untersucht werden. Zur Untersuchung werden die gelösten 
Proben in ein Plasma eingebracht. Im Plasma kommt es zu einer Anregung der entstehenden 
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Atome und Ionen. Beim Zurückfallen dieser in den Grundzustand wird die überschüssige 
Energie als Licht emittiert. Diese Lichtemission kann anschließend detektiert werden[205,206]. 
Die ICP-OES bietet die Möglichkeit, die Schwammskelette auf ihre 
Elementzusammensetzung, insbesondere auf den Anteil an Calcium, Silizium und Schwefel, 
zu untersuchen und somit erste Einblicke in den Aufbau der Skelette zu erhalten. 
2.5.2 Resorcin-Methode zur Saccharid-Bestimmung 
Die Resorcin-Methode gehört zu den colorimetrischen Methoden und wurde 1988 von 
Monsigny et al. entwickelt[207]. Sie dient der Bestimmung von Neutralzuckern und wird nicht 
durch die Anwesenheit von Proteinen gestört. Dabei reagieren Hexosen und Pentosen mit 
Resorcin unter Anwesenheit von Schwefelsäure zu einem orangen bzw. roten Farbstoff. 
Dieser kann anschließend bei 430 nm mittels UV/Vis-Spektroskopie detektiert werden. 
Da sowohl Gross et al.[191], Katzman et al.[192] als auch Junqua et al.[25] Hinweise auf 
Saccharide in den Schwammskeletten fanden, die nicht auf das Chitin (siehe Abschnitt 2.4.2) 
zurückzuführen sind, ist es interessant, die Menge an im Skelett befindlichen Sacchariden zu 
bestimmen. Die Resorcin-Methode hat den Vorteil, dass der Saccharid-Gehalt in den Proben 
bestimmt werden kann, ohne dass zuvor die zu untersuchenden Saccharide isoliert werden 
müssen.  
2.5.3 Potentiometrie 
Die Schwämme der Ordnung Verongida sind wie bereits erwähnt für ihre bromierten 
Naturstoffe bekannt. So ist es nicht verwunderlich, dass Brom durch Röntgenmikroanalyse 
sowohl in den Fasern als auch in den spherulous cells der Schwammspezies Aplysina 
aerophoba und Aplysina fistularis gefunden werden konnte[30,31]. 
Die Kolbenverbrennungsmethode nach Schöniger[208] in Kombination mit einer 
potentiometrischen Titration bietet die Möglichkeit, den Gehalt an Halogenen, im Fall der 
Schwammskelette den Gehalt an Brom, zu bestimmen.  
Bei der Verbrennung der zu untersuchenden Skelette entstehen aus den enthaltenen 
Halogenen die jeweiligen Halogenwasserstoffverbindungen, welche in angesäuertem Wasser 
absorbiert werden. Die Proben können anschließend potentiometrisch gegen Silbernitrat 
titriert werden.  
Bei der potentiometrischen Titration handelt es sich um eine Analysenmethode, bei der der 
Äquivalenzpunkt elektrochemisch erfasst wird[206]. Dabei wird die Änderung der Spannung 
einer Arbeitselektrode gegenüber einer Referenzelektrode (Gleichgewichtspotential der 
galvanischen Zelle) gemessen:  
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 𝐸𝑔𝑒𝑚𝑒𝑠𝑠𝑒𝑛 =  𝐸𝐴𝑟𝑏𝑒𝑖𝑡𝑠𝑒𝑙𝑒𝑘𝑡𝑟𝑜𝑑𝑒 −  𝐸𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧𝑒𝑙𝑒𝑘𝑡𝑟𝑜𝑑𝑒    (2.1) 
Durch Hinzutitrieren von AgNO3 ändert sich das Potential an der Arbeitselektrode, während 
das Potential der Referenzelektrode konstant bleibt. Das Elektrodenpotential kann nach der 
Nernstschen Gleichung bestimmt werden: 






         (2.2) 
Dabei ist E0 das Standard-Elektrodenpotential, R die Gaskonstante, T die Temperatur, z die 
Anzahl der ausgetauschten Elektronen, F die Faraday-Konstante sowie [Ox] und [Red] die 
Konzentration der oxidierten und reduzierten Ionen[206]. 
Zur Bestimmung des Äquivalenzpunktes wird die Tatsache ausgenutzt, dass sich 
entsprechend Gleichung (2.2) die Zellspannung mit dem Logarithmus der Konzentration der 
potentialbestimmenden Ionen ändert. Somit ist die Änderung am Äquivalenzpunkt am 
größten, was zu einer sprunghaften Veränderung der gemessenen Spannung führt. 
2.5.4 ATR-FTIR-Spektroskopie 
Die Infrarot-Spektroskopie, kurz IR-Spektroskopie, zählt zu den wichtigsten Techniken der 
Schwingungsspektroskopie. Aufgrund ihrer Vielfältigkeit hat die IR-Spektroskopie große 
Bedeutung insbesondere in der Strukturbestimmung organischer Substanzen gewonnen[209,210]. 
Die IR-Spektroskopie beruht auf der Absorption von IR-Licht, wodurch es zu einer 
Schwingungsanregung kommt. Im Gegensatz zur Raman-Spektroskopie wird in der IR-
Spektroskopie die Absorption direkt gemessen. Der Spektralbereich wird in nahes (12800 –
4000 cm-1), mittleres (4000 – 200 cm-1) und fernes Infrarot (200 – 10 cm-1) unterteilt. Der 
wichtigste Bereich für die Strukturbestimmung ist der Bereich des mittleren Infrarots[209–211]. 
Die Anzahl der möglichen Schwingungsmoden richtet sich nach Aufbau und Anzahl der im 
Molekül befindlichen Atome. Die Schwingungen können in Valenz- und 
Deformationsschwingungen unterteilt werden. Während sich bei Valenzschwingungen die 
Länge einer Bindung ändert, wird bei Deformationsschwingungen hingegen der 
Bindungswinkel verändert[206,209,210]. 
Da viele funktionelle Gruppen organischer Moleküle sehr charakteristische Banden liefern, 
bietet die IR-Spektroskopie die Möglichkeit, solche funktionellen Gruppen wie 
Carbonylgruppen aber auch Strukturelemente wie Aromaten oder Peptidbindungen leicht zu 
identifizieren[211,212]. Darüber hinaus hat sich die IR-Spektroskopie zu einer wichtigen 
Informationsquelle für die Analyse von Proteinen entwickelt. So erlaubt sie Aussagen über 
die Sekundärstruktur des Proteinrückgrats und über viele Aminosäureseitenketten[213–215]. Bei 
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ausreichender Auflösung kann über die Amid-I-Bande die Sekundärstruktur des zu 
untersuchenden Proteins abgeschätzt werden[213–215]. 
Die IR-spektroskopischen Untersuchungen können demnach wichtige Informationen über 
funktionelle Gruppen und Strukturelemente in den aus einem Chitin-Protein-Komplex 
bestehenden Schwammskeletten liefern. 
2.5.5 Festkörper-NMR-Spektroskopie 
Die magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) ist heute eine der 
wichtigsten Spektroskopie-Methoden zur Strukturaufklärung und findet in vielen Bereichen 
wie der Medizin, den Materialwissenschaften oder auch der Biochemie zahlreiche 
Anwendungen[206]. 
Im Gegensatz zur Flüssigkeits-NMR-Spektroskopie, bei der aufgrund der schnellen, isotropen 
Molekülbewegung in Lösung anisotrope Wechselwirkungen ausgemittelt werden, sind die 
Festkörper-NMR-Spektren durch breite NMR-Signale gekennzeichnet. Dies ist hauptsächlich 
auf dipolare Wechselwirkungen, die Anisotropie der chemischen Verschiebung und auf die 
elektrischen Quadrupolwechselwirkungen bei Kernen mit einen Kernspin I > ½ 
zurückzuführen[216,217]. 
Die wichtigste Methode zur Reduzierung der Linienbreite in Festkörper-NMR-Spektren ist 
die Methode der Probenrotation um den „magischen Winkel“, (magic angle spinning, 
MAS)[217,218]. Das Prinzip dieser Methode beruht auf einer hohen Rotationsgeschwindigkeit 
der Probe um eine Achse mit dem Winkel m = 54,74° zum äußeren Magnetfeld B0. Durch 
die Rotation um diesen Winkel wird der in den Hamiltonoperatoren der dipolaren 
Wechselwirkungen und der Anisotropie der chemischen Verschiebung enthaltene 
richtungsabhängige Faktor (3cos² - 1) zu Null gemittelt[219]. Somit werden sowohl die 
dipolaren Wechselwirkungen ebenso wie die Anisotropie der chemischen Verschiebung 
ausgemittelt und eine Linienverschmälerung erreicht.  
Tab. 2.3: Eigenschaften des Kerns 13C für die Festkörper-NMR-Untersuchungen[206] 
Kernisotop Spin 




13C 1/2 1,11 6,728 
 
Kerne mit geringer Häufigkeit wie 13C (siehe Tab. 2.3) besitzen eine geringe 
Nachweisempfindlichkeit sowie lange longitudinale Relaxationszeiten T1, sodass für ein gutes 
Signal/Rausch-Verhältnis sehr lange Messzeiten benötigt werden. Durch den Einsatz der 
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Kreuzpolarisationstechnik (cross polarization, CP) kann eine Intensitätssteigerung bei 
gleichzeitiger Verkürzung der Wartezeit zwischen der Aufnahme zweier Spektren erreicht 
werden[220,221]. Bei dieser Technik wird die Polarisation von einem Kern I (z.B. 1H) mit hoher 
Magnetisierung bzw. hohem gyromagnetischen Verhältnis auf einen Nachbarkern S (z.B. 13C) 
transferiert. Die Intensitätssteigerung der Signale der I-Kerne kann dabei maximal um den 
Quotienten der gyromagnetischen Verhältnisse S/I verstärkt werden
[217]. 
Die 13C-NMR-Spektroskopie liefert wichtige Informationen zum Gerüst organischer 
Moleküle[206,209]. Aufgrund charakteristischer chemischer Verschiebungen ist es möglich, die 
erhaltenen Signale anhand ihrer chemischen Verschiebung einzelnen im Molekül 
befindlichen, chemisch nicht-äquivalenten Kernen zuzuordnen[206,222]. 
Insbesondere in der Kombination mit der ATR-FTIR-Spektroskopie liefert die NMR-
Spektroskopie somit wichtige Strukturinformationen zu in den Schwammskeletten 








3.1 Geräte und Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte und Chemikalien sind im Anhang in den Tab. 9.19 
bis Tab. 9.24 zu finden. 
Alle Zentrifugationsschritte wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgeführt. Die relative 
Zentrifugationsbeschleunigung (relative centrifugation force, RCF) sowie die Dauer der 
Zentrifugation wurden je nach Trennproblem variiert und sind nachfolgend als Vielfaches der 
mittleren Erdbeschleunigung angegeben (× g). 
Die Trocknung der gewonnenen Proben erfolgte durch Gefriertrocknung bei 0,470 mbar bei 
einer Stellflächentemperatur von 15 °C.  
3.2 Extraktion des Schwammskelettes 
Aufgrund unterschiedlicher morphologischer Voraussetzungen wurde für jede zu 
untersuchende Schwammspezies eine eigene Extraktionsmethode entwickelt. 
3.2.1 Extraktion des Skelettes der Aplysina cavernicola 
Es wurden ca. 10 g des feuchten Schwammes A. cavernicola eingewogen und für zwei 
Wochen unter kontinuierlichem Schütteln in 40 ml TE100 (10 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 
pH 8) eingelegt. Anschließend wurden die Proben für 24 h in frisches destilliertes Wasser 
gegeben und geschüttelt. Dieser Schritt wurde sechsmal wiederholt. Abschließend wurde ein 
Teil der Skelette für die weiteren Untersuchungen gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.2.2 Extraktion des Skelettes der Ianthella basta 
Ca. 5-10 cm² des Schwammes I. basta wurden für zwei Wochen unter kontinuierlichem 
Schütteln in 40 ml destilliertem Wasser eingelegt. Anschließend wurden die Proben für 24 h 
unter kontinuierlichem Schütteln in frisches destilliertes Wasser gegeben. Dieser Schritt 
wurde zweimal wiederholt. Abschließend wurde ein Teil der Skelette für die weiteren 
Untersuchungen gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.2.3 MeOH-Extraktion der gereinigten Skelette 
Die zuvor isolierten und gereinigten Skelette wurden in 200 ml MeOH eingelegt und für 
1 min im Ultraschallbad behandelt. Die Skelette wurden dann für 24 h mit 600 rpm gerührt. 
Anschließend erfolgte ein Lösungsmittelwechsel und die Skelette wurden für weitere 24 h in 
frischem MeOH gerührt. Dies wurde zwei weitere Male wiederholt.  
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Um das Ergebnis der MeOH-Extraktion zu verbessern, wurden die Skelette der A. cavernicola 
außerdem einer Acetonitril-Behandlung unterzogen. Dazu wurden die Skelette in 200 ml 
Acetonitril eingelegt und für 24 h mit 600 rpm gerührt. Anschließend erfolgte ein 
Lösungsmittelwechsel und die Skelette wurden für weitere 24 h in frischem Acetonitril 
gerührt. 
Abschließend wurden alle Skelette für die weiteren Untersuchungen gefriergetrocknet 
(15-18 h). 
3.3 Extraktion der Chitin-Fasern 
Die reinen Chitin-Fasern wurden durch eine alkalische Behandlung aus den Schwämmen 
isoliert. Dazu wurde die jeweilige Schwamm-Probe gewaschen und anschließend in 2,5 M 
NaOH bei 37 °C über Nacht im Trockenschrank behandelt. Im nächsten Schritt wurde die 
Probe neutral gewaschen und mit 20%iger Essigsäure bei 37 °C über Nacht im 
Trockenschrank behandelt. Dieser Zyklus wurde wiederholt bis ein farbloses Fasermaterial 
zurückblieb. 
3.4 Charakterisierung der extrahierten Schwammskelette 
3.4.1 Lichtmikroskopie 
Die Lichtmikroskopie wurde an einem BZ-8000K Mikroskop der Firma Keyence 
durchgeführt. Die Aufnahmen erfolgten bei einer 10-fachen Vergrößerung und einer 
Belichtungszeit von 1/230 s. 
3.4.2 REM und EDX 
Die REM- und EDX-Analysen wurden an einem DSM 982 GEMINI Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop der Firma ZEISS durchgeführt. Dazu wurden kleine Mengen der 
Skelette auf einen Probenträger aufgebracht und mit Kohlenstoff bedampft. Für die REM-
Aufnahmen wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 2 kV gearbeitet. Für die EDX-
Analysen wurde eine Beschleunigungsspannung von 15 kV angelegt. 
3.4.3 Bestimmung des Skelett-Anteils am gesamten Schwamm sowie des Gehaltes von 
Chitin im Skelett 
Zur Bestimmung des Skelett-Anteils am gesamten Schwamm A. cavernicola wurden 
ca. 700 mg der gefriergetrockneten Schwammproben eingewogen und wie unter 3.2.1 
beschrieben behandelt. Anschließend wurden die Proben mit destilliertem Wasser gewaschen, 
erneut gefriergetrocknet (15-18 h) und gewogen.  
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Zur Bestimmung des Skelett-Anteils am gesamten Schwamm I. basta wurden ca. 80 mg der 
gefriergetrockneten Schwammproben eingewogen und wie unter 3.2.2 beschrieben behandelt. 
Anschließend wurden die Proben mit destilliertem Wasser gewaschen, erneut 
gefriergetrocknet (15-18 h) und gewogen. 
Um einen größeren Gewichtsverlust bei der Bestimmung des Chitin-Gehaltes zu verhindern, 
wurde die wie unter 3.3 beschriebene Extraktion der Chitin-Fasern wie folgt abgewandelt: Es 
wurden 5-35 mg der jeweiligen isolierten und gefriergetrockneten Skelette eingewogen und 
mit 2,5 M NaOH für 7 Tage bei 37 °C im Trockenschrank behandelt. Anschließend wurden 
die Proben neutral gewaschen, gefriergetrocknet (15-18 h) und erneut gewogen. 
3.4.4 Bestimmung des Gehaltes an Sacchariden 
Zur Abschätzung des Gehaltes an Sacchariden wurde eine Bestimmung nach der Resorcin-
Methode[207] vorgenommen. Hierzu wurden ca. 4 mg der A. cavernicola bzw. 1,5 mg der 
I. basta eingewogen, mit 1 ml Reinstwasser, 1 ml Resorcin-Lösung (6 mg/ml) sowie 5 ml 
75%ige Schwefelsäure versetzt. Die Proben wurden für 40 min bei 95 °C im Trockenschrank 
temperiert und anschließend für 30 min in einem abgedunkelten Wasserbad behandelt.  
Weiterhin wurden jeweils 1 ml von Referenzlösungen, die die Verhältnisse im Skelett 
nachbilden sollten, nach den Angaben in Tab. 3.1 und Tab. 3.2 hergestellt. Die so 
hergestellten Referenzlösungen wurden ebenfalls jeweils mit 1 ml Resorcin-Lösung sowie 
5 ml 75%ige Schwefelsäure versetzt, für 40 min bei 95 °C im Trockenschrank temperiert und 
anschließend für 30 min in einem abgedunkelten Wasserbad behandelt.  
Die benötigten Stammlösungen wurden nach Tab. 3.3 hergestellt. Für die Basislinienkorrektur 
wurde außerdem eine Blindlösung bestehend aus 1 ml Reinstwasser, 1 ml Resorcin-Lösung 
sowie 5 ml 75%ige Schwefelsäure hergestellt und für 40 min bei 95 °C im Ofen temperiert 
und anschließend für 30 min in einem abgedunkelten Wasserbad behandelt. Die so 
hergestellten Lösungen wurden mittels UV/Vis-Spektroskopie am UV/Vis-Spektrometer Cary 
50 gemessen. Dazu wurden ca. 2 ml der Lösungen in eine Quarzküvette gegeben und im 
Wellenlängenbereich von 300 bis 800 nm mit der Einstellung „Fast“ (Messzeit pro Scan: 
0,0125 s; Datenintervall: 1 nm; Scanrate: 4800 nm) und automatischer Korrektur der 
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Tab. 3.1: Zusammensetzung der Lösungen für die Bestimmung des Saccharidgehaltes in 1,5 mg I. basta 
Skelett 
 prozentualer Anteil VStammlösung 
a) Chitin + Protein   
    Chitin 17 % 255 µl 
    Protein 83 % 249 µl 
    Saccharid   0 % - 
    Wasser  496 µl 
b) Chitin + Protein + 3 % Saccharid   
    Chitin 17 % 255 µl 
    Protein 80 % 240 µl 
    Saccharid   3 %   45 µl 
    Wasser  460 µl 
c) Chitin + Protein + 4 % Saccharid   
    Chitin 17 % 255 µl 
    Protein 79 % 237 µl 
    Saccharid   4 %   60 µl 
    Wasser  448 µl 
d) Chitin + Protein + 5 % Saccharid   
    Chitin 17 % 255 µl 
    Protein 78 % 234 µl 
    Saccharid   5 %   75 µl 
    Wasser  436 µl 
 
Tab. 3.2: Zusammensetzung der Lösungen für die Bestimmung des Saccharidgehaltes in 4 mg A. cavernicola 
Skelett 
 prozentualer Anteil VStammlösung 
a) Chitin + Protein   
    Chitin   8 % 320 µl 
    Protein 92 % 368 µl 
    Saccharid   0 % - 
    Wasser  312 µl 
b) Chitin + Protein + 1 % Saccharid   
    Chitin   8 % 320 µl 
    Protein 91 % 364 µl 
    Saccharid   1 %   40 µl 
    Wasser  276 µl 
c) Chitin + Protein + 2 % Saccharid   
    Chitin   8 % 320 µl 
    Protein 90 % 360 µl 
    Saccharid   2 %   80 µl 
    Wasser  240 µl 
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Tab. 3.3: Konzentrationen der jeweiligen Stammlösungen für die Bestimmung des Saccharidgehaltes 
Stammlösung A. cavernicola  I. basta 
Resorcin-Lösung   6 mg/ml 6 mg/ml 
Chitin-Lösung   1 mg/ml 1 mg/ml 
Lysozym-Lösung 10 mg/ml 5 mg/ml 
Glucose-Lösung   1 mg/ml 1 mg/ml 
Glucuronsäure-Lösung   1 mg/ml 1 mg/ml 
Mannose-Lösung   1 mg/ml 1 mg/ml 
 
3.4.5 Bestimmung des Calcium-, Silzium- und Schwefel-Gehaltes mittels ICP-OES 
3.4.5.1 Aufschluss der Schwammskelette für die Calcium- und Schwefel-Bestimmung 
Im ersten Schritt erfolgte der Aufschluss des Schwammskelettes. Je nach zu bestimmendem 
Element und Schwammprobe wurden 2 bis 18 mg abgewogen, in ein Mikrovial überführt und 
mit je 150 μl 65%iger HNO3, 47%iger - 51%iger HF sowie HCl versetzt. Das Mikrovial 
wurde verschlossen und in das Mikrowellengefäß eingesetzt. Nach Zugabe von 3 ml 
Reinstwasser wurde das Mikrowellengefäß verschlossen und in die Mikrowelle eingesetzt. 
Die Probe wurde anschließend mit den in Tab. 3.4 angegebenen Parametern aufgeschlossen.  
Im zweiten Schritt wurden die Proben komplexiert. Das Mikrovial wurde dazu aus dem 
Mikrowellengefäß entnommen, die Probe mit 1,5 ml Borsäure versetzt und anschließend 
wieder in den Druckbehälter eingesetzt. Die Komplexierung erfolgte mit den in Tab. 3.4 
gegebenen Parametern. 
Tab. 3.4: Parameter des Mikrowellenaufschlusses und der Komplexierung für die Ca- und S-Bestimmung in 
den Schwammskeletten 
Parameter Aufschluss Komplexierung 
Leistung 1600 W; 100 % 800 W; 100 % 
Temperaturrampe 5 min 5 min 
Druck 100 psi 100 psi 
Temperatur 130 °C 110 °C 
Haltezeit der Temperatur 15 min 10 min 
 
Nach Abkühlung der Proben wurden die Lösungen aus dem Mikrovial sowie aus dem Druck-
behälter vereinigt, mit Reinstwasser auf 15 ml aufgefüllt und mittels ICP-OES gemessen. 
3.4.5.2 Aufschluss der Schwammskelette für die Silizium-Bestimmung 
Es wurden ca. 30 mg der Schwammskelette eingewogen und mit 3 ml 65%iger HNO3 und 
2 ml H2O2 versetzt. Anschließend wurde das Mikrowellengefäß verschlossen und in die 
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Mikrowelle eingesetzt. Die Probe wurde dann mit den in Tab. 3.5 angegebenen Parametern 
aufgeschlossen.  
Tab. 3.5: Parameter des Mikrowellenaufschlusses für die Si-Bestimmung in den Schwammskeletten 
Stufe Leistung Temperaturrampe Druck Temperatur Haltezeit 
1 400 W; 100 % 10 min 145 psi 50 °C 0 min 
2 800 W; 50 % 15 min 145 psi 70 °C 0 min 
3 800 W; 50 % 15 min 145 psi  100 °C 0 min 
4 800 W; 75 % 10 min 145 psi 140 °C 0 min 
5 800 W; 100 % 15 min 145 psi 180 °C 5 min 
 
Nach Abkühlung der Proben wurden die Lösungen mit Reinstwasser auf 50 ml aufgefüllt und 
mittels ICP-OES gemessen. 
3.4.5.3 Messparameter 
Die Ca-, Si- und S-Bestimmung mittels ICP-OES erfolgte mit den in Tab. 3.6 angegebenen 
Parametern. 
Tab. 3.6: Übersicht der Parameter für die ICP-OES-Messungen  
 Parameter Wert 
 Wellenlänge Calcium 317,933 nm 
 Wellenlängen Silizium  
251,611 nm;  
212,412 nm;  
288,158 mn 
 Wellenlänge Schwefel 180,669 nm 
 Read Delay Time  60 sec  
 Wiederholungen der Messung  3  
Plasmaparameter 
Plasmagasstrom  15 l/min  
Hilfsgasstrom  0,2 l/min  
Zerstäubergasstrom  0,65 l/min  
Leistung  1300 W  
Distanz  15,0  
Beobachtung axial 
Peristaltische Pumpe Flussrate 1,3 ml/min 
Waschparameter 
Frequenz zwischen den Proben 
Flussrate 1,3 ml/min 




6 % HNO3 (Si);  
19,5 % Matrixlösung (S) 
Art matrixangepasst 
Anzahl Kalibrierpunkte 4 (Ca, Si) bzw. 5 (S) 
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3.4.6 Bestimmung des Brom-Gehaltes mittels Potentiometrie 
Zur Bestimmung des Brom-Gehaltes wurden die Proben (gesamter Schwamm bzw. 
Schwammskelett) nach dem Verfahren von Schöniger[208] aufgeschlossen. Dazu wurden 
jeweils ca. 10 mg der gefriergetrockneten Probe in aschefreies Papier eingewickelt und in ein 
Platinnetz, das am Stopfen eines Erlenmeyerkolbens angebracht war, eingeklemmt. Der 
Erlenmeyerkolben enthielt 10 ml mit 2 % HNO3 angesäuertes Reinstwasser (8 ml H2O + 2 ml 
10%ige HNO3) als Absorptionslösung. Nach gründlichem Spülen des Erlenmeyerkolbens mit 
Sauerstoff wurde die Probe angezündet und in den Erlenmeyerkolben überführt, um eine 
vollständige Verbrennung ohne Verlust zu gewährleisten. Zur vollständigen Absorption 
wurde der Kolben über Nacht stehen gelassen. Anschließend wurden 2 ml der resultierenden 
Lösung auf 20 ml verdünnt und mittels potentiometrischer Titration gemessen. Dazu wurde 
eine Silbernitratlösung (2 mM für den gesamten Schwamm bzw. 0,5 mM für das 
Schwammskelett) in 0,1 ml-Schritten zur Lösung hinzutitriert.  
Zur Validierung der Methode wurde der Brom-Gehalt einer Referenz bekannter 
Konzentration bestimmt (1-Brom-4-Chlor-Benzol). Darüber hinaus wurde die Genauigkeit 
des Verfahrens durch Zugabe von 1 ml einer 1 mM KBr-Lösung zu mehreren 
aufgeschlossenen Proben getestet. 
3.4.7 ATR-FTIR-Spektroskopie 
Die ATR-FTIR-Spektren wurden in einem Bereich von 4000 cm-1 bis 650 cm-1 mit dem 
FTIR-Spektrometer Bruker IFS 88 bzw. dem FTIR-Spektrometer Nicolet iS5 MIR 
aufgenommen. Unabhängig vom Gerät wurde immer mit den gleichen Parametern gearbeitet. 
Die Messungen am FTIR-Spektrometer Nicolet iS5 MIR sind mit  gekennzeichnet.  
Für jede Messung wurde ein kleiner Teil der jeweiligen Probe auf den ATR-Kristall 
aufgebracht und mit dem Anpressstempel fixiert. Die Messung erfolgte mit 1000 Scans im 
Format Transmission bei einer spektralen Auflösung von 2 cm-1 und einer 
Spiegelgeschwindigkeit von 10 kHz. Die Bearbeitung der IR-Spektren erfolgte mit dem 
Computerprogramm GRAMS/32 AI Version 8.00. Dazu wurden nach einer ATR-Korrektur 
eine lineare Mehrpunktbasislinienkorrektur sowie eine Offset-Korrektur durchgeführt. 
Abschließend wurde eine Normierung auf das jeweilige Maximum im Bereich von 1620 cm-1 
bis 1630 cm-1 vorgenommen. Die Nachbearbeitung der Spektren erfolgte mit dem Programm 
OriginPro 8.1G. 




Die Festkörper-13C-NMR-Spektren der Schwammskelette wurden mit einem Ascend 800 
Spektrometer der Firma Bruker aufgenommen. Die Messungen erfolgten mit einem 3,2 mm 
Triple-Resonanz (1H, 13C, 15N) E-free MAS NMR Probenkopf unter 1H-Entkopplung 
(SPINAL64). Die Resonanzfrequenz betrug 201,20 MHz, während die Rotationsfrequenz der 
Probe 16 kHz betrug. Die Messungen wurden mit einer CP-Kontaktzeit von 4 ms 
aufgenommen. 
Die Messung der für 24 h mit H3PO4 behandelten Skelettprobe der A. cavernicola (siehe 
Abschnitt 3.7.2.5) erfolgte mit einem 1,3 mm HX MAS Probenkopf unter 1H-Entkopplung 
(SPINAL64). Bei einer Resonanzfrequenz von 201,20 MHz, einer Rotationsfrequenz der 
Probe von 16 kHz wurde die Messung mit einer CP-Kontaktzeit von 3 ms aufgenommen. 
Die Messungen an den gemörserten und H3PO4-behandelten Skeletten (siehe Abschnitt 
3.7.3.1) erfolgten ebenfalls mit einem 3,2 mm Triple-Resonanz (1H, 13C, 15N) E-free MAS 
NMR Probenkopf unter 1H-Entkopplung (SPINAL64). Die Resonanzfrequenz betrug 
201,19 MHz, während die Rotationsfrequenz der Probe 11 kHz betrug. Die Messungen 
wurden mit einer CP-Kontaktzeit von 4 ms aufgenommen. 
3.5 GC-MS-Untersuchungen an den extrahierten Schwammskeletten 
Aufgrund unterschiedlicher morphologischer Voraussetzungen wurde für jede zu 
untersuchende Schwammspezies eine eigene alkalische Extraktionsmethode für die Analyse 
der Aminosäuren entwickelt. 
3.5.1 Ba(OH)2-Behandlung zur Extraktion der Aminosäuren aus A. cavernicola 
30 mg der gefriergetrockneten Schwammskelette wurden mit 15 ml einer gesättigten 
Ba(OH)2-Lösung sowie 0,5 mg 5-Monobromtryptophan versetzt und für 6 Tage bei 37 °C im 
Trockenschrank behandelt. Anschließend wurde der unlösliche Rückstand (Chitin-Fasern) 
entfernt und die Ba(OH)2-Lösung mit Schwefelsäure neutralisiert. Das ausgefallene BaSO4 
wurde durch Zentrifugation (30 min, 9410 × g) abgetrennt und der Überstand 
gefriergetrocknet (48-72 h). 
3.5.2 Ba(OH)2-Behandlung zur Extraktion der Aminosäuren aus I. basta 
30 mg der gefriergetrockneten Schwammskelette wurden mit 7,5 ml einer gesättigten 
Ba(OH)2-Lösung sowie 2 mg 5-Monobromtryptophan versetzt und für 5 Tage bei 100 °C 
gekocht. Anschließend wurde die Ba(OH)2-Lösung mit Schwefelsäure neutralisiert. Die 
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Lösung wurde anschließend zur Abtrennung des ausgefallenen BaSO4 für 40 min bei 
9410 × g zentrifugiert und der Überstand gefriergetrocknet (48-72 h). 
3.5.3 Derivatisierung 
3.5.3.1 Herstellung der Standardlösungen 
Für die Referenzmessungen wurden 12 mg der jeweiligen Aminosäuren in einer Mischung 
aus 5 ml Reinstwasser und 1 ml 2,5 M HCl gelöst. Die Lösungen wurden bis zur Analyse im 
Kühlschrank aufbewahrt. Als interner Standard wurde eine 5-Monobromtryptophan-Lösung 
analog zu den Standardlösungen der anderen Aminosäuren hergestellt. 
3.5.3.2 TBDMS-Derivatisierung der Standards 
Die Derivatisierung erfolgte in Anlehnung an Sobolevski et al.[223]. Dazu wurden 10 µl der 
Standardlösung der halogenierten Aminosäuren bzw. 5 µl der nichthalogenierten 
Aminosäuren mit 10 µl internem Standard versetzt und im Stickstoffstrom getrocknet. Der 
Rückstand wurde mit 20 µl 2,5 M HCl versetzt und im Stickstoffstrom erneut getrocknet. 
Anschließend wurde der Rückstand zweimal mit 40 µl EtOH versetzt und im Stickstoffstrom 
getrocknet. Der erhaltene Rückstand wurde mit jeweils 50 µl Acetonitril und 
N-tert-Butyldimethylsilyl-N-Methylfluoroacetamid (MTBSTFA) mit 1 % tert-Butyldimethyl-
chlorosilan (TBDMSCl) versetzt. Die Mischung wurde für 30 s im Ultraschallbad und dann 
für 30 min bei 70 °C im Wasserbad behandelt. 1 µl der resultierenden Lösung wurde 
anschließend mittels GC-MS gemessen. 
3.5.3.3 TBDMS-Derivatisierung der Schwammproben 
1 mg des wie unter 3.3.1 bzw. 3.3.2 beschrieben gefriergetrockneten Ba(OH)2-Extraktes der 
Schwammproben wurde mit 20 µl 2,5 M HCl versetzt und im Stickstoffstrom getrocknet. 
Anschließend wurde der Rückstand zweimal mit 40 µl EtOH versetzt und erneut im 
Stickstoffstrom getrocknet. Der erhaltene Rückstand wurde mit jeweils 50 µl Acetonitril und 
MTBSTFA mit 1 % TBDMSCl versetzt. Die Mischung wurde für 30 s im Ultraschallbad und 
dann für 30 min bei 70 °C im Wasserbad behandelt. Zur Messung wurde anschließend 1 µl 
der resultierenden Lösung untersucht. 
3.5.4 Messbedingungen 
Die Analysen wurden an einem Varian 3400 Gaschromatographen mit direkter Kopplung an 
ein Finnigan MAT 95 Massenspektrometer bzw. an einem Agilent Technologies 6890N 
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Gaschromatographen mit direkter Kopplung an ein Agilent Technologies 5973N 
Massenspektrometer durchgeführt. Die Analysen, die am Agilent-System durchgeführt 
wurden, sind mit  gekennzeichnet. Die Parameter waren unabhängig vom jeweiligen System 
für alle Messungen gleich.  
Die gaschromatographische Trennung erfolgte dabei auf einer SPB®-5 Kapillarsäule (95 % 
Dimethyl- und 5 % Diphenyl-Polysiloxan) mit einer Filmdicke von 0,25 μm und einem 
Innendurchmesser von 0,25 mm. Als Trägergas wurde Helium mit einer Flussrate von 
1 ml/min verwendet. Die Injektortemperatur sowie die Temperatur der transfer line betrug 
jeweils 300 °C. Die Temperatur der Ionenquelle betrug 250 °C. Zur Analyse wurde 1 µl 
derivatisierte Probe im Split/Splitless-Modus (Splitless-Zeit: 1 min) eingespritzt. Zur 
Trennung wurde die Säulentemperatur am Anfang für 3 min auf 115 °C gehalten und 
anschließend mit einer Rate von 4 K/min auf 300 °C geheizt. Diese Endtemperatur wurde für 
20 min gehalten. 
Die Massenspektren wurden mit einer Scanzyklendauer von 1,284 s und in einem 
Massenbereich von m/z 70 bis 850 aufgenommen. Die Ionisation der Probenbestandteile 
erfolgte mittels Elektronenstoßionisation (electron impact ionisation, EI) bei einer Energie 
von 70 eV. Die Datenaufnahme startete nach 3 min, um eine Überlastung des SEV durch das 
Lösungsmittel zu unterbinden.  
Die Chromatogramme wurden als retentionszeitabhängiger Ionenstrom (reconstructed ion 
current, RIC) ausgegeben. Die Retentionszeit tR,rel wurde auf den zweiten Peak des internen 
Standards 5-Monobromtryptophan normiert. Die Intensitäten wurden auf die gesamte 
Intensität beider Peaks des internen Standards normiert.  
3.5.5 Hochauflösende Messungen  
Um die Elementarzusammensetzung des Basispeaks (m/z = 359) für die Gruppe der 
unbekannten, in den Ba(OH)2-Extrakten der A. cavernicola Skelette gefundenen 
Verbindungen zu ermitteln, wurden hochauflösende Messungen vorgenommen. Dabei wurde 
Perfluorkerosin PFK als Standardsubstanz für die Kalibrierung der Massenskala verwendet. 
Der Massenbereich für den elektrischen Scan wurde so gewählt, dass neben dem zu 
untersuchenden Ion zwei Ionen des PFK detektiert wurde. Die Zykluszeit wurde so optimiert, 
dass mindestens 10 Massenspektren pro GC-Peak zur Mittelwertbildung zur Verfügung 
standen. Dabei wurde eine Genauigkeit von ca. 1 mmu erreicht. Die Auflösung betrug ca. 
5000. 
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3.6 LC-MS/MS-Untersuchungen der unbekannten Verbindungen in den 
Skeletten der A. cavernicola 
Zur Strukturaufklärung der Gruppe der unbekannten Verbindungen in A. cavernicola wurde 
wie unter 3.5.1 beschrieben ein Ba(OH)2-Extrakt ohne vorherige MTBSTFA-Derivatisierung 
mittels hochauflösender Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie 
(LC-MS/MS) am Institut für Dopinganalytik und Sportbiochemie Dresden untersucht. 
Die Analysen wurden an einem Agilent 1200 Flüssigchromatographen gekoppelt an ein 
Hybrid Quadrupole-TOF mit einem Triple-TOF® 5600+ System der Firma AB Sciex 
Instruments durchgeführt. Dazu wurden 5 µl der Probe in das System injiziert. 
Die flüssigchromatographische Trennung erfolgte auf einer Kinetex® PFP-Säule 
(Pentafluorophenyl-Phase, 50 x 2,1 mm, 2,6 µm). Es wurde ein Gradient (Tab. 3.7) aus den 
Eluenten A (2 mmol Ammoniumacetat in Wasser/Acetonitril (95/5) + 0,1 % HAc) und B 
(2 mmol Ammoniumacetat in Wasser/Acetonitril (5/95) + 0,1 % HAc) verwendet. 
Tab. 3.7: Verwendeter Gradient für die LC-MS/MS-Messungen 
Stufe Zeit Flussrate [µl/ml] Eluent A Eluent B 
0 3 min 300 100 % 0 % 
1 0,5 min 300 100 % 0 % 
2 5,5 min 500 0 % 100 % 
3 7 min 500 0 % 100 % 
4 8 min 300 100 % 0 % 
 
Für die Aufnahme der Massenspektren wurde das Triple-TOF® 5600+ System mit einer 
DuoSpray™ Ionenquelle im positiven ESI-Modus verwendet. Die wichtigsten verwendeten 
Geräteparameter sind in Tab. 3.8 zusammengefasst. 
Tab. 3.8: Verwendete MS/MS-Parameter 
Parameter Wert 
Temperatur der Quelle (at set-point) 500 °C 
Massenbereich m/z = 100-800 
Zerstäubergas (nebulizer gas) 50 psi 
Heizgas (heater gas) 50 psi 
Gegenstrom (curtain gas) 40 psi 
Temperatur des Heizgases 500 °C 
Ionensprayspannung 5,5 kV 
Declustering Potenzial 90 V 
Kollisionsenergie 35 eV 
Verteilung der Kollisionsenergie 15 eV 
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3.7 Extraktion des an das Chitin-Gerüst assoziierten Spongins 
Für die Extraktion des an das Chitin-Gerüst gebundenen Spongins wurden zwei 
unterschiedliche Ansätze gewählt. Zum einen wurden typische Detergenzien und 
Fällungsmittel[102,224,225] getestet, um die Protein-Komponente(n) direkt aus dem Skelett zu 
isolieren. Zum anderen wurde versucht, das Chitin ohne Zerstörung des Proteins zu isolieren. 
Die Charakterisierung erfolgte mittels REM und ATR-FTIR.  
Um die Protein-Komponente(n) aus dem Skelett zu lösen und nachstehend mittels 
Gelelektrophorese zu untersuchen, wurde die Kombination aus der Extraktion des Chitins 
mittels Phosphorsäure und einer darauffolgenden Proteinextraktion nach Shindai (siehe 
Abschnitt 3.7.1.7) getestet. Da die Shindai-Methode für nichtlösliche Proteine entwickelt 
worden ist[226], wurde diese als darauffolgender Extraktionsschritt ausgewählt. 
3.7.1 Extraktion des Spongins 
3.7.1.1 Extraktion mit Aceton 
Ca. 15 mg der gefriergetrockneten Skelette wurden mit 10 ml Aceton versetzt und für 5 min 
im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurden die Skelette 7 Tage bei RT geschüttelt. 
Danach wurden die Skelette gewaschen und gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.1.2 Extraktion mit Harnstoff 
Ca. 15 mg der gefriergetrockneten Skelette wurden mit 10 ml einer 9 M Harnstofflösung 
versetzt und für 5 min im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurden die Skelette 7 Tage 
bei RT geschüttelt. Danach wurden die Skelette gewaschen und gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.1.3 Extraktion mit SDS 
Ca. 15 mg der gefriergetrockneten Skelette wurden mit 10 ml einer 10%igen SDS-Lösung 
versetzt und für 5 min im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurden die Skelette 7 Tage 
bei RT geschüttelt. Danach wurden die Skelette gewaschen und gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.1.4 Extraktion mit SDS/EDTA 
Ca. 15 mg der gefriergetrockneten Skelette wurden mit 10 ml einer SDS/EDTA-Lösung 
(0,1 M EDTA, 2 % SDS) versetzt und für 5 min im Ultraschallbad behandelt. Anschließend 
wurden die Skelette 7 Tage bei RT geschüttelt. Danach wurden die Skelette gewaschen und 
gefriergetrocknet (15-18 h). 
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3.7.1.5  Extraktion mit CuSO4 
Der Versuch zur Extraktion mit Kupfersulfat erfolgte in Anlehnung an Bayer et al.[98]. Dazu 
wurden ca. 15 mg der gefriergetrockneten Skelette mit 10 ml einer 0,4 M CuSO4-Lösung 
versetzt und für 7 Tage bei RT geschüttelt. Danach wurden die Skelette gewaschen und 
gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.1.6 Extraktion nach Gross 
Der Versuch zur Extraktion des Spongins erfolgte nach der von Gross et al.[191] entwickelten 
Methode. Dazu wurden ca. 10 mg der gefriergetrockneten Skelette mit 5 ml einer 0,1%igen 
Difco™ Trypsin-Lösung in Bicarbonatpuffer (pH 8) versetzt, mit Toluol überschichtet und 
anschließend für 24 h bei 37 °C im Trockenschrank behandelt. Die Probe wurde filtriert, mit 
dem dreifachen Volumen des Skelettvolumes an Reinstwasser versetzt und über Nacht bei 
7 °C im Kühlschrank aufbewahrt. Die Lösung wurde filtriert und die ungelösten Skelettreste 
erneut mit Reinstwasser behandelt. Anschließend wurden die Skelette gewaschen und 
gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.1.7 Extraktion nach Shindai 
Der Versuch zur Extraktion des Spongins erfolgte nach der Methode von Shindai[226]. Dazu 
wurden ca. 20 mg der gefriergetrockneten Schwammskelette mit 5 ml einer Lösung bestehend 
aus 25 mM Tris–HCl (pH 8,5), 2,6 M Thioharnstoff, 5 M Harnstoff und 5 % 
2-Mercaptoethanol versetzt und für 2-4 Tage bei 50 °C gerührt. Anschließend wurden die 
Skelette gewaschen und gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.1.8 Extraktion nach Swatschek 
Der Versuch zur Extraktion des Spongins erfolgte in Anlehnung an Swatschek et al.[227]. Dazu 
wurden ca. 10 mg der gefriergetrockneten Schwammskelette mit 10 ml 100 mM Tris-HCl-
Puffer (pH 9,5; 10 mM EDTA; 8 M Harnstoff; 100 mM 2-Mercaptoethanol) versetzt und für 
3 Tage bei RT gerührt. Anschließend wurde der pH-Wert auf 9,0 eingestellt und die Lösung 
zentrifugiert (5 min, 20800 × g). Der Überstand wurde abgenommen und mit konzentrierter 
Essigsäure auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt. Die Lösung wurde zentrifugiert (20 min, 
20800 × g) und eventuell gebildete Präzipitate wurden mit destilliertem Wasser neutral 
gewaschen sowie anschließend gefriergetrocknet (15-18 h). 
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3.7.1.9 Extraktion mit 0,5 M Essigsäure 
Der Versuch zur Extraktion des Spongins mittels Essigsäure erfolgte in Anlehnung an Caputo 
et al.[228]. Dazu wurden ca. 10 mg der gefriergetrockneten Schwammskelette mit 2 ml einer 
0,5 M Essigsäure versetzt und für 15 min im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurde 
die Probe zentrifugiert (5 min, 20800 × g), der Überstand abgenommen und die Probe für 
weitere 15 min mit frischer Essigsäure im Ultraschallbad behandelt. Dies wurde fünf bis sechs 
Mal wiederholt. Die Überstände wurden mit Natriumchlorid versetzt, um eventuell in Lösung 
gegangenes Protein auszufällen. Eventuell gebildete Präzipitate und die behandelten Skelette 
wurden neutral gewaschen und anschließend gefriergetrocknet (15-18 h). 
3.7.2 Auflösung von Chitin 
3.7.2.1 Auflösung von Chitin mittels CaCl2-gesättigtem MeOH 
Der Versuch zur Auflösung von Chitin mit Calciumchlorid-gesättigtem MeOH erfolgte nach 
einer Vorschrift von Tamura et al.[139,140]. Dazu wurden 17 g CaCl2 in 20 ml MeOH 
suspendiert und für 30 min gerührt. Die resultierende Lösung wurde über Nacht stehen 
gelassen und anschließend filtriert. Zu der filtrierten Lösung wurden ca. 50 mg der Skelette 
der A. cavernicola bzw. ca. 400 mg -Chitin als Referenz gegeben und über Nacht unter 
Rückfluss gekocht. Die unlöslichen Bestandteile wurden anschließend abzentrifugiert 
(20 min, 9410 × g), gewaschen und gefriergetrocknet (15-18 h). Der Überstand hingegen 
wurde mit Reinstwasser zur Präzipitation des eventuell gelösten Chitins versetzt. 
3.7.2.2 Auflösung von Chitin mittels LiCl/DMAc 
Der Versuch zur Auflösung von Chitin mit 5 % Lithiumchlorid gelöst in N,N-
Dimethylacetamid (DMAc) erfolgte nach einer US-Patentvorschrift[138]. Dazu wurden 0,5 g 
LiCl mit 7 g DMAc versetzt und bei 50 °C gerührt. Anschließend wurden 15 mg des 
gemörserten Skelettes der A. cavernicola mit 3 g DMAc versetzt, zu der Lösung gegeben und 
gerührt. Nach einer Stunde wurden weitere 5 g DMAc dazugegeben und die resultierende 
Lösung für weitere 72 h bei 50 °C gerührt. Die Lösung wurde zentrifugiert (20 min, 9410 × g) 
und der unlösliche Rückstand dreimal mit der LiCl/DMAc-Lösung und dreimal mit 
Reinstwasser gewaschen und anschließend gefriergetrocknet (15-18 h). Der Überstand wurde 
auf einer Petrischale verteilt und luftgetrocknet. Eventuell vorhandener Rückstand wurde mit 
Aceton extrahiert. 
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3.7.2.3 Auflösung von Chitin mittels Oktansäure 
Mehrere Milligramm der Skelette der A. cavernicola wurden über Nacht mit reiner 
Oktansäure versetzt. Anschließend wurden die Proben für 30 min im Ultraschallbad bei 70 °C 
behandelt. Nach mehrmaligem Waschen mit Reinstwasser und nachfolgender 
Gefriertrocknung (15-18 h) erfolgte die Analyse. 
3.7.2.4 Auflösung von Chitin mittels ionischer Flüssigkeit 
Der Versuch zur Auflösung von Chitin mit der ionischen Flüssigkeit (ionic liquid, IL) 
1-Ethyl-3-Methylimidazoliumacetat (Struktur der IL siehe Abb. 3.1) erfolgte nach einer 









Abb. 3.1: Struktur der ionischen Flüssigkeit 1-Ethyl-3-Methylimidazoliumacetat (nach Qin et al.[143]) 
Dazu wurden ca. 100 mg der Skelette der A. cavernicola bzw. 100 mg Lysozym mit 1 ml der 
IL versetzt und über Nacht bei 120 °C unter Rückfluss gekocht. Außerdem wurde eine 
Blindprobe bestehend aus 1 ml reiner IL hergestellt. Anschließend wurden die Lösungen 
einem Biuret-Test unterzogen, um die eventuell vorliegenden Proteine/Peptide für UV/Vis-
Messungen zugänglich zu machen. Dazu wurden 20 µl der Proben mit 100 µl 2,5 M NaOH, 
100 µl einer CuSO4-Lösung sowie 2 ml Reinstwasser versetzt. Für die Basislinienkorrektur 
wurde eine Lösung bestehend aus 20 µl der gekochten reinen IL, 100 µl 2,5 M NaOH, 100 µl 
einer CuSO4-Lösung sowie 2 ml Reinstwasser verwendet. Daneben wurden Referenzlösungen 
nach Tab. 3.9 hergestellt.  
Tab. 3.9: Übersicht der Zusammensetzung der Referenzlösungen für die UV/Vis-Messungen  
Glycin in IL Tryptophan in IL Lysozym in IL 
ca. 2 mg Glycin ca. 2 mg Tryptophan ca. 2 mg Lysozym 
20 µl gekochte reine IL 20 µl gekochte reine IL 20 µl gekochte reine IL 
100 µl 2,5 M NaOH 100 µl 2,5 M NaOH 100 µl 2,5 M NaOH 
100 µl CuSO4-Lösung 100 µl CuSO4-Lösung 100 µl CuSO4-Lösung 
2 ml Reinstwasser 2 ml Reinstwasser 2 ml Reinstwasser 
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Jeweils ca. 2 ml der so hergestellten Lösungen wurden in eine Quarzglasküvette gegeben und 
im Wellenlängenbereich von 300 bis 800 nm mit der Einstellung „Fast“ (Messzeit pro Scan: 
0,0125 s; Datenintervall: 1 nm; Scanrate: 4800 nm) und automatischer Korrektur der 
Basislinie am UV/Vis-Spektrometer Cary 50 gemessen. 
3.7.2.5 Auflösung von Chitin mittels H3PO4 
Der Versuch zur Auflösung von Chitin mit H3PO4 erfolgte nach einer Vorschrift von 
Vincendon[141]. Dazu wurden ca. 50 mg der Skelette mit 10 ml 85%iger H3PO4 versetzt und 
für 24 h bei RT behandelt. Anschließend wurde die Lösung zentrifugiert (40 min, 9410 × g), 
die ungelösten Skelettreste mit Reinstwasser neutral gewaschen und gefriergetrocknet (15-
18 h). Zum Vergleich wurden ca. 100 mg -Chitin mit 10 ml 85%iger H3PO4 versetzt und für 
24 h bei RT gerührt. 
Die so behandelten Skelette wurden anschließend wie unter 3.4.7 und 3.4.8 beschrieben 
mittels ATR-FTIR-Spektroskopie und Festkörper-NMR-Spektroskopie untersucht. 
3.7.3 Gelelektrophoretische Untersuchung der extrahierten Proteinkomponente(n) 
3.7.3.1 Extraktion der Proteinkomponente(n) 
Zur Entfernung des Chitins wurden die Skelette mit H3PO4 behandelt. Dazu wurden 50 mg 
der Skelette gemörsert, mit 10 ml 85%iger H3PO4 versetzt und entweder für 10 Tage bei RT, 
für 7 Tage bei 30°C oder für 3 Tage bei 37 °C behandelt.  
Anschließend wurden die ungelösten Skelettreste wie unter 3.7.1.7 beschrieben einer 
Extraktion nach der Shindai-Methode[226] unterzogen.  
Die H3PO4-behandelten Skelette wurden weiterhin wie unter 3.4.7, 3.4.8 sowie 3.5 
beschrieben mittels ATR-FTIR-Spektroskopie, Festkörper-NMR-Spektroskopie und GC-MS 
untersucht. 
3.7.3.2 SDS-PAGE 
Zur Molekülmassenbestimmung der Proteine/Proteinfraktionen wurden die Proben mittels 
SDS-PAGE im diskontinuierlichen Puffersystem nach Laemmli[229] untersucht. Dazu wurden 
100 µl der Proben im Verhältnis 1:1 mit Probenpuffer (12,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2 % SDS, 
1 % Glycerol, 1 % Bromthymol-Blau) versetzt und für 2-3 min bei 95 °C denaturiert. 
Anschließend wurden die Gele vorbereitet. Dazu wurde zunächst das Trenngel nach der in 
Tab. 3.10 angegebenen Zusammensetzung hergestellt, in die vorbereitete Gelkammer 
gegossen und mit 50%igem Ethanol überschichtet. Nach 15 min wurde das Ethanol 
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abdekantiert, der Geltaschenkamm eingesetzt und das Sammelgel nach der in Tab. 3.11 
angegebenen Zusammensetzung gegossen. Nach weiteren 15 min wurde die Gelkammer in 
die Elektrophorese-Apparatur eingesetzt. Die gesamte Apparatur wurde mit Laufpuffer 
(25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) gefüllt und der Geltaschenkamm gezogen. Das 
Gel wurde nachstehend mit 5 µl Marker (SigmaMarker™ Wide Range, Molecular Weight 
6,500-200,000 Da) und 20-30 µl der denaturierten Proben pro Geltasche beladen. Die 
Elektrophorese wurde bei einer Stromstärke von 20 mA und einer Spannung von 250 Volt für 
etwa 1,5 h durchgeführt. 
Tab. 3.10: Zusammensetzung der Trenngele, Gesamtvolumen 10 ml  
Trenngel 9 % 12 % 15 % 
H2O  4,3 ml  3,3 ml  2,3 ml 
AA:Bis (30 %)      3 ml     4 ml     5 ml 
1,5M Tris-HCl, pH 8,8  2,5 ml  2,5 ml  2,5 ml 
SDS 10 % 100 µl 100 µl 100 µl 
PS 10 % 100 µl 100 µl 100 µl 
TEMED     8 µl     8 µl     8 µl 
 
Tab. 3.11: Zusammensetzung des Sammelgels, Gesamtvolumen 3 ml  
Sammelgel Volumina 
H2O  2,3 ml 
AA:Bis (30 %)   0,5 ml 
0,5M Tris-HCl, pH 6,8 190 µl 
SDS 10 %   30 µl 
PS 10 %   30 µl 
TEMED     3 µl 
 
Zum Nachweis der Proteinbanden nach der SDS-PAGE wurde das Gel für 30 min in einer 
Färbelösung (30 % MeOH, 10 % Essigsäure, 0,1 % Coomassie-Blau) geschüttelt. Danach 
wurde das Gel unter mehrmaligem Wechseln der Waschlösung (30 % MeOH, 10 % 
Essigsäure) entfärbt und die Proteinbanden sichtbar gemacht. Abschließend wurden die Gele 
zur Dokumentation gescannt. 
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4 METHODENENTWICKLUNG: AMINOSÄUREBESTIMMUNG 
MITTELS GC-MS 
Um die skelettale Aminosäurezusammensetzung und eventuell weitere Bestandteile der 
Hornkieselschwämme bestimmen zu können, war es erforderlich, eine Extraktionsmethode 
und eine Analysenmethode mittels GC-MS für die Aminosäuren und weitere Bestandteile der 
Schwammskelette zu entwickeln. 
4.1 Entwicklung einer Extraktionsmethode 
Die Extraktion von Aminosäuren kann entweder durch saure oder durch alkalische Hydrolyse 
erfolgen. Die Versuche zur sauren Hydrolyse zeigten, dass nicht alle Aminosäuren erfasst 
werden können. Darüber hinaus führt eine saure Hydrolyse zur Dehalogenierung der 
halogenierten Aminosäuren[183].  
Eine alkalische Behandlung der marinen Schwämme war im Gegensatz dazu schon aus der 
Literatur bekannt. So führt die übliche NaOH-Behandlung der marinen Schwämme zur 
Extraktion der Chitin-Fasern[24]. Diese Behandlung führt zu einem Abbau und einer 
Entfernung aller anderen assoziierten oder inkorporierten Biomoleküle des 
Schwammskelettes wie bromierte Tyrosin-Derivate oder Proteine wie das Spongin. Chitin 
wird durch diese Behandlung jedoch nicht angegriffen und kann leicht aus der NaOH entfernt 
werden. Die im Schwammskelett enthaltenen Proteine werden unter diesen Bedingungen 
hydrolysiert und in ihre Aminosäuren gespalten. Die gewonnenen Extrakte enthalten jedoch 
eine große Menge an NaOH, was die weiteren Untersuchungen stört. Versuche zeigten, dass 
eine Verwendung von Ionentauschern zur Entfernung von NaOH nicht möglich ist, da ein 
Großteil der Aminosäuren am Ionentauscher haften bleibt und nur durch Lauge wieder 
heruntergelöst werden kann. 
Aus diesem Grund wurde Ba(OH)2 als alternatives Extraktionsmittel in Betracht gezogen. Es 
wurde anschließend untersucht, ob Ba(OH)2 wie NaOH zu einer Entfernung des organischen 
Materials außer Chitin führt. Sowohl ATR-FTIR-Messungen als auch Mikroskopie-
Aufnahmen (siehe Abb. 4.1 und Abb. 4.2) bestätigen dies.  
Im Gegensatz zur NaOH kann das Ba(OH)2 nach Neutralisation mit Schwefelsäure in Form 
von BaSO4 durch Zentrifugation abgetrennt werden. Die extrahierten Aminosäuren und 
andere lösliche Komponenten verbleiben im Überstand, der nach Gefriertrocknung mittels 
GC-MS untersucht werden kann. 




Abb. 4.1: ATR-FTIR-Spektren der isolierten Chitin-Fasern von A. cavernicola nach Ba(OH)2- und NaOH-
Behandlung 
    
Abb. 4.2: Lichtmikroskopie-Aufnahmen der isolierten Chitin-Fasern von A. cavernicola nach Ba(OH)2- (links) 
und NaOH-Behandlung (rechts) (Messbalken = 100 µm) 
4.2 Entwicklung einer Analysenmethode mittels GC-MS 
4.2.1 Auswahl des Derivatisierungsreagenz und des internen Standards 
Aufgrund ihres zwitterionischen Charakters müssen Aminosäuren einer Derivatisierung 
unterzogen werden, um sie mittels GC-MS untersuchen zu können[223,230–233]. Ziel der 
Derivatisierung ist es, die Aminosäuren in flüchtige Derivate zu überführen, die unzersetzt 
verdampfbar sind[223,230,231,233,234]. Dazu können unterschiedliche Derivatisierungs-
möglichkeiten wie Silylierung, Alkylierung oder Acylierung zum Einsatz kommen[235,236]. Die 
Silylierung stellt dabei aufgrund ihrer Einfachheit und Vielseitigkeit die am weitesten 
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verbreitete Derivatisierungsart dar und wird zur Derivatisierung verschiedener polarer 
Gruppen verwendet[236]. Die Derivatisierung basiert dabei auf dem Austausch der aktiven 
H-Atome in OH-, NH-, aber auch SH-Gruppen durch eine Silylgruppe[236]. Üblicherweise 
wird ein Trimethylsilydonor (TMS-Donor) wie N-Methyl-N-Trimethylsilyl-Trifluoroacetamid 
(MSTFA) oder N,O-bis(Trimethylsilyl)-Trifluoroacetamid (BSTFA) verwendet[236–238]. TMS-
Derivate sind jedoch oft nicht stabil gegen Feuchtigkeit, sodass sie leicht hydrolysiert werden, 
und liefern in der Praxis für viele Aminosäuren variierende Ergebnisse [234,235]. Eine 
Alternative bietet die Derivatisierung mit einem tert-Butyldimethylsilyldonor (TBDMS-
Donor) wie N-tert-Butyldimethylsilyl-N-Methyltrifluoroacetamid (MTBSTFA). Die 
resultierenden TBDMS-Derivate sind wesentlich stabiler als TMS-Derivate[223,233,234,236,238,239]. 
Des Weiteren besitzen TBDMS-Derivate charakteristische Fragmentierungsmuster, die sie für 
GC-MS-Anwendungen sehr interessant machen[231,234,237,238].  
Für die Derivatisierung der in den Schwammskeletten enthaltenen Aminosäuren wurde in 
einem ersten Schritt N-Methyl-N-Trimethylsilyl-Trifluoroacetamid (MSTFA) getestet. 
Aufgrund der wesentlich besseren Stabilität und der ausgeprägten Fragmentierungsmuster der 
gebildeten TBDMS-Derivate erwies sich jedoch N-tert-Butyldimethylsilyl-N-
Methyltrifluoroacetamid (MTBSTFA) mit 1 % tert-Butyldimethylchlorosilan (TBDMSCl) als 
besser geeignet, sodass dies für die Derivatisierung ausgewählt wurde. 
Die Aminosäuren wurden durch ihre Massenspektren und – wenn verfügbar – durch 
Vergleich ihrer Retentionszeiten mit Standards identifiziert (siehe Anhang, Tab. 9.12 und 
Tab. 9.13). Aminosäuren, für die keine Standards für einen Vergleich vorhanden waren, sind 
in den Gaschromatogrammen mit einem * gekennzeichnet. Bei Aminosäuren, für die ein 
Standard verfügbar war, wurden die relativen Retentionszeiten mit denen der Standards 
verglichen. Zur Bestimmung der relativen Retentionszeiten musste als Bezugspunkt ein 
interner Standard in das zu untersuchende System eingeführt werden. Als interner Standard 
wurde 5-Monobromtryptophan aufgrund seiner Ähnlichkeit mit den im Skelett vorhandenen 
halogenierten Komponenten, die auf einem bromierten Ringsystem beruht, ausgewählt. Der 
interne Standard liefert zwei GC-Signale, die auf verschiedene TBDMS-Derivate 
zurückzuführen sind (erster Peak: 2 TBDMS-Gruppen – unvollständige Derivatisierung; 
zweiter Peak: 3 TBDMS-Gruppen – vollständige Derivatisierung).  
Die Retentionszeiten wurden auf den zweiten Peak des internen Standards 
5-Monobromtryptophan normiert, während die Intensitäten (Peakhöhen) auf die 
Gesamtintensität beider Peaks des internen Standards bezogen wurden. 
METHODENENTWICKLUNG GC-MS   
 
51 
4.2.2 Gaschromatographische Trennung der TBDMS-Derivate der Aminosäuren 
Silylderivate werden zumeist auf Kapillarsäulen mit unpolaren stationären Phasen 
gaschromatographisch getrennt. Die einfachsten flüssigen stationären Phasen, die für die 
Trennung verwendet werden, sind Polydimethylsiloxane wie DB-1. Für eine bessere 
Selektivität können etwas polarere stationäre Phasen wie DB-5 verwendet werden, die neben 
Polydimethylsiloxanen Anteile von Polyphenylsiloxanen enthalten[232,240].  
Die Reihenfolge der Retention der erzeugten TBDMS-Derivate der Aminosäuren richtet sich 
vorwiegend nach ihrer Molekülgröße. Eine Ausnahme bilden die Aminosäurepaare Alanin 
und Glycin, Threonin und Methionin sowie Tyrosin und Histidin, welche in umgekehrter 
Reihenfolge eluieren[234].  
TBDMS-Derivate liefern meist, je nach Derivatisierungsbedingungen, nur einen Peak pro 
Aminosäure[223,234,241]. In der vorliegenden Arbeit kann für die meisten Aminosäuren ein Peak 
im Gaschromatogramm beobachtet werden. Für die Aminosäuren Serin, Hydroxyprolin sowie 
den internen Standard werden dagegen zwei Peaks erhalten. Dies ist auf unterschiedliche 
Derivatisierungsgrade zurückzuführen[241]. Weiterhin liefern Threonin und Isoleucin zwei 
Peaks des gleichen Derivats. Dies liegt vermutlich im Auftreten verschiedener Diastereomere 
begründet (siehe Abschnitt 5.2.6). 
4.2.3 Auswertung der Massenspektren 
Da für einige halogenierte Aminosäuren keine Standards verfügbar waren, wurden diese über 
ihre Fragmentierungsmuster in den EI-Massenspektren identifiziert. Dazu wurde in einem 
ersten Schritt das Molekulargewicht der erwarteten Komponenten bestimmt. Zumeist sind 
sowohl der Molekülpeak als auch der (M-15)-Peak nur sehr schwach bzw. nicht vorhanden, 
sodass diese für die Auswertung nicht herangezogen werden können. Alle Spektren weisen 
jedoch andere charakteristische Fragmente auf (siehe Abb. 4.3)[234]. So kann in jedem 
Massenspektrum ein intensiver (M-57)-Peak, der durch den Abgang einer tert-Butylgruppe 
hervorgerufen wird[234], identifiziert werden. Dieser konnte auch für die Bestimmung des 
Molekulargewichtes unbekannter Aminosäuren oder anderer Verbindungen genutzt werden. 
Des Weiteren wird durch den Verlust einer tert-Butyl- und einer CO-Gruppe ein (M-85)-Peak 
hervorgerufen. Ein weiterer charakteristischer Peak wird durch den Verlust einer CO-O-
TBDMS-Gruppe (M-159) verursacht. Dominiert wird jedes Aminosäure-Massenspektrum 
vom Basispeak bei m/z = 302, der durch das [TBDMS-NH-CH-CO-O-TBDMS]+-Ion 
hervorgerufen wird, welches das „Rückgrat“ jeder Aminosäure, bestehend aus dem 
-Kohlenstoffatom sowie der Aminogruppe und der Carboxylgruppe, bildet. 





Abb. 4.3: EI-Massenspektrum des TBDMS-Tyrosin-Derivates sowie Fragmentierungsschema nach Mawhinney 
et al.[234]; die Abspaltung der CH3-Gruppe an der tert-Butyl-Gruppe ist exemplarisch für eine CH3-Gruppe 
dargestellt  
Ob eine Aminosäure bromiert oder chloriert vorliegt, kann leicht anhand der für diese beiden 
Halogene charakteristischen Isotopenmuster ermittelt werden (siehe Abb. 4.4). Die beiden 
natürlichen Brom-Isotope 79Br und 81Br liegen in einem Verhältnis von 1:1 vor, die beiden 
natürlichen Chlor-Isotope 35Cl und 37Cl kommen dagegen in einem Verhältnis von 3:1 vor. 
Die daraus resultierenden typischen Isotopenpeaks, die immer um 2 Masseneinheiten versetzt 
sind, lassen sich leicht identifizieren[211]. Im Gegensatz dazu kann Iod nicht an einem 
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
5.1 Isolierung der Schwammskelette 
Um die Skelette der Schwämme Aplysina cavernicola und Ianthella basta charakterisieren zu 
können, war es in einem ersten Schritt notwendig, eine schonende Extraktionsmethode 
möglichst ohne aggressive Chemikalien zu entwickeln. 
Die übliche alkalische Extraktion der reinen Chitin-Fasern aus marinen Schwämmen mittels 
NaOH[24] führt zu einer hydrolytischen Degeneration aller anderen skelettassoziierten oder 
inkorporierten Biomoleküle wie beispielsweise der Bromtyrosin-Derivate oder des Spongins. 
Dementsprechend musste eine alternative und vor allem mildere Extraktionsmethode 
gefunden werden, die eine Extraktion des kompletten und intakten Skelettes ohne die 
Zerstörung der instabilen bzw. nur leicht assoziierten Bestandteile erlaubte.  
Sowohl Reinstwasser als auch TE100 sind „milde“ Lösungsmittel, welche die Biomoleküle 
nicht wesentlich verändern. So werden TE-Puffer gewöhnlich in der Molekularbiologie und 
Biochemie zur Isolierung, Reinigung und Aufbewahrung von Biomolekülen eingesetztz.B.[242–
245].  
 
Abb. 5.1: Aufnahmen der isolierten Skelette nach TE100- bzw. Reinstwasser-Behandlung  
Die optische Untersuchung der Skelette nach der jeweiligen Isolierungsmethode zeigt, dass 
diese keine morphologischen Veränderungen zur Folge haben. Allerdings wird deutlich, dass 
die zur Wahl stehenden Methoden nicht beliebig eingesetzt werden können.  
Aplysina cavernicola 
Die Versuche an der A. cavernicola zeigen, dass die Isolierung der Skelette mittels TE100 zu 
favorisieren ist, da eine Isolierung auf H2O-Basis zwar auch zum gewünschten Ergebnis führt 
(siehe Abb. 5.1), jedoch dazu mehr als vier Wochen statt drei Wochen wie bei der TE100-
Behandlung vonnöten sind. 
Ianthella bastaAplysina cavernicola
TE100-ExtraktionH O-Extraktion2 H O-Extraktion2TE100-Extraktion
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Für die weiteren Untersuchungen wurde daher festgelegt, dass die Skelette der A. cavernicola 
auf TE100-Basis isoliert werden. 
Ianthella basta 
Die Aufnahmen der I. basta dagegen zeigen, dass die TE100-Behandlung nicht geeignet ist. 
Wie in Abb. 5.1 deutlich zu erkennen ist, führt die TE100-Behandlung im Falle von I. basta 
zu einer Aufhellung des Skelettes. Somit ist davon auszugehen, dass Pigmente aus dem 
Skelett entfernt werden. Aufgrund dieser Beobachtung kann nicht ausgeschlossen werden, 
dass weitere, weniger stark assoziierte Bestandteile des Skelettes ebenfalls durch diese 
Extraktionsmethode entfernt werden. Im Fall von I. basta ist daher die Reinstwasser-
Behandlung vorzuziehen.  
Für die Skelette der I. basta wurde daher festgelegt, dass diese für die weiteren 
Untersuchungen auf H2O-Basis isoliert werden. 
5.2 Charakterisierung der isolierten Schwammskelette 
5.2.1 Morphologische Untersuchung der isolierten Schwammskelette mittels 
Lichtmikroskopie und REM 
Eine erste Charakterisierung der Morphologie der isolierten Skelette erfolgte mithilfe 
mikroskopischer Aufnahmen. Dazu wurden licht- und rasterelektronenmikroskopische 
Untersuchungen vorgenommen. Zum Vergleich wurden mittels NaOH extrahierte Chitin-
Fasern der entsprechenden Schwammskelette herangezogen. 
 
Abb. 5.2: Lichtmikroskopie-Aufnahmen der isolierten Skelette nach Reinstwasser- bzw. TE100-Behandlung 












Die Lichtmikroskopie-Aufnahmen (Abb. 5.2) bestätigen die unter 5.1 beschriebenen 
Beobachtungen. So weist das bräunliche Skelett des Schwammes A. cavernicola durch die 
jeweilige Isolierungsmethode keine morphologischen Veränderungen auf. Das Skelett ist ein 
filigranes, dreidimensional aufgebautes Netzwerk. Es ist zudem stark verzweigt und 
kanalartig aufgebaut.  
Beim Vergleich der Struktur der isolierten Skelette mit der der extrahierten Chitin-Fasern aus 
den Skeletten fällt auf, dass die Chitin-Fasern denselben verzweigten Aufbau wie die Skelette 
aufweisen. Somit ist davon auszugehen, dass das Chitin als Strukturelement im Skelett von 
A. cavernicola dient.  
    
Abb. 5.3: REM-Aufnahmen der mittels TE100 isolierten Skelette der A. cavernicola 
Die REM-Aufnahmen der A. cavernicola (Abb. 5.3) bestätigen die Ergebnisse der 
lichtmikroskopischen Untersuchungen und zeigen, dass das Skelett aus einem Fasernetzwerk 
mit einer glatten Oberfläche besteht. Diese Fasern sind aus mehreren konzentrischen 
Schichten aufgebaut, sodass ein Kanalsystem ausgebildet wird. Dieses ist mit einem porösen 
Material, dem Mark, gefüllt. 
Die EDX-Messungen (siehe Anhang, Abb. 9.1) zeigen, dass neben Brom auch Chlor und Iod 
im Skelett vorhanden sind. Außerdem kann Schwefel im Schwammskelett nachgewiesen 
werden.  
Ianthella basta 
Die Lichtmikroskopie-Aufnahmen des Skelettes der I. basta (Abb. 5.2) zeigen, dass zwar 
keine morphologischen Veränderungen durch die TE100-Behandlung eintreten, jedoch eine 
starke Aufhellung des Skelettes zu beobachten ist.  
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Insgesamt weist das Skelett der I. basta eine planare, zweidimensionale Struktur auf und 
bildet ein rasterförmig aufgebautes Netzwerk. Des Weiteren sind auf der Oberfläche der 
Skelettstrukturen, die nur mit Reinstwasser isoliert wurden, deutlich dunkler gefärbte Zellen, 
die sogenannten Schwammzellen, auch spherulous cells[246], zu erkennen. Im Vergleich zum 
Skelett der A. cavernicola ist das Skelett der I. basta wesentlich robuster. Dies ist 
möglicherweise durch die zweidimensionale Struktur der Fächer des Schwammes bedingt.  
Ein Vergleich der Struktur der isolierten Skelette mit den Aufnahmen der extrahierten Chitin-
Fasern aus den Skeletten zeigt wie schon bei der A. cavernicola, dass die Chitin-Fasern 
denselben grundsätzlichen Aufbau wie die Skelette aufweisen. Somit scheint das Chitin nicht 
nur in A. cavernicola, sondern auch in I. basta als Strukturelement zu dienen.  
    
Abb. 5.4: REM-Aufnahmen der mittels Reinstwasser isolierten Skelette der I. basta 
Die REM-Aufnahmen von I. basta (Abb. 5.4) bestätigen die Ergebnisse der 
lichtmikroskopischen Untersuchung und zeigen ein aus mehreren Schichten bestehendes 
Kanalsystem. Das Innere des Kanalsystems ist auch hier mit einem porösen Material, dem 
Mark, gefüllt. Auf der unebenen Oberfläche des Skelettes sind weiterhin deutlich die 
spherulous cells erkennbar.  
Die EDX-Messungen (siehe Anhang, Abb. 9.2) lassen erkennen, dass auch hier neben Brom 
Chlor, Iod sowie Schwefel im Skelett vorhanden sind. Darüber hinaus kann Calcium 
detektiert werden.  
5.2.2 Allgemeine chemische Charakterisierung der Schwammskelette 
Um die Skelettzusammensetzung in chemischer Hinsicht allgemein zu charakterisieren, 
wurden die Skelette mit Hilfe verschiedener Methoden analysiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 
5.1 zusammengefasst. 
Zunächst wurden jeweils der Skelett-Anteil im Schwamm sowie der Chitin-Anteil im 
Schwammskelett bestimmt. Beide Schwämme zeigen dabei deutliche Unterschiede. So sind 
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sowohl der Skelett-Anteil als auch der Chitin-Anteil im Skelett bei A. cavernicola wesentlich 
geringer als in I. basta. Dies ist in beiden Fällen vermutlich in der unterschiedlichen 
Morphologie der beiden Schwammarten begründet. Es ist anzunehmen, dass angesichts der 
zweidimensionalen Struktur von I. basta ein erhöhter Anteil an Skelett notwendig ist, um den 
Schwammkörper zu stabilisieren. Wie Campbell zeigen konnte, ist Chitin entgegen der 
üblichen Meinung nicht für die Härte, sondern für die Flexibilität in Insekten-Kutikulen und 
damit in Chitin-Protein-Komplexen verantwortlich[247]. Demnach ist der im Vergleich zu 
A. cavernicola höhere Chitin-Anteil in I. basta möglicherweise auf eine größere erforderliche 
Flexibilität des I. basta Skelettes zurückzuführen. 
Darüber hinaus wurde der Anteil anderer neben Chitin im Schwammskelett auftretenden 
Saccharide mittels der Resorcin-Methode[207] abgeschätzt. Hiermit sollte ermittelt werden, ob 
eine genauere Analyse dieser Saccharide im Schwammskelett sinnvoll ist. Da die eventuell 
vorhandenen weiteren Saccharide im Schwammskelett nicht bekannt sind, wurden neben 
Glucose Mannose und Glucuronsäure als Referenzsaccharid herangezogen (UV/Vis-Spektren 
siehe Anhang, Abb. 9.3 und Abb. 9.4). Alle Referenzsaccharidlösungen wurden außerdem mit 
Chitin und Protein versetzt, um die in den Skeletten vorliegenden Verhältnisse zu simulieren. 
Weil sowohl im Skelett der A. cavernicola als auch der I. basta nur geringe Mengen an 
weiteren Sacchariden festgestellt werden konnten, wurde auf eine genauere Analyse dieser 
Saccharide verzichtet. 
Entgegen der zuvor allgemein vertretenen Auffassung, dass Schwämme der Ordnung 
Verongida keine anorganischen Elemente im Schwammskelett besitzen, konnten Ehrlich et al. 
2010 im Skelett der Verongula gigantea sowohl amorphes Silikat als auch kristallines 
Calciumcarbonat in Form von Aragonit nachweisen. Daraus wurde abgeleitet, dass 
Demospongiae der Ordnung Verongida Silikat-Aragonit-Chitin-Biokomposite im Skelett 
aufweisen können[248,249]. Um dies für A. cavernicola und I. basta zu überprüfen, wurden ICP-
OES-Untersuchungen auf Calcium und Silizium durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen, dass 
nur sehr geringe Mengen an Calcium (0,35 % für A. cavernicola und 1,55 % für I. basta) im 
Skelett vorhanden sind. Silizium ist dagegen in beiden Schwämmen nicht oder nur in Spuren 
(weniger als 0,17 %) vorhanden. Die geringen gefundenen Mengen sprechen dafür, dass in 
beiden untersuchten Schwammarten keine Silikat-Aragonit-Chitin-Biokomposite vorliegen. 
Da die Schwämme unter Umständen fremde Spikulen oder auch Sand einbauen[19,250,251], kann 
angenommen werden, dass die geringen Mengen an Calcium und Silizium eher darauf 
zurückzuführen sind.  
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Da die EDX-Messungen neben den Halogenen auch Schwefel zeigten, wurde mittels ICP-
OES der Schwefel-Gehalt in den Skeletten bestimmt. Die Messungen bestätigen die Befunde 
aus den EDX-Messungen und zeigen, dass in beiden Schwammskeletten Schwefel enthalten 
ist (ca. 1,2 % für A. cavernicola, ca. 1,4 % für I. basta). Ein sehr geringer Teil des gefundenen 
Schwefels liegt im Spongin der Skelette in Form von schwefelhaltigen Aminosäuren vor 
(siehe Abschnitt 5.2.6). Aufgrund der gefundenen Mengen an schwefelhaltigen Aminosäuren 
im Vergleich zu den mittels ICP-OES bestimmten Schwefel-Mengen ist anzunehmen, dass 
der größere Teil des Schwefels in anderer Form im Skelett existiert. So konnten in 
verschiedenen Schwämmen, darunter Aplysina fulva, sulfatierte Polysaccharide nachgewiesen 
werden[252,253]. Es wäre also möglich, dass ein Teil der nicht näher bestimmten weiteren 
Saccharide im Skelett sulfatiert ist. In I. basta könnte zudem ein Teil des Schwefels als 
sulfatierte Bastadine anfallen[96].  
Tab. 5.1: Allgemeine chemische Charakterisierung der Schwammskelette (Angaben in Massen-%; 
Berechnungen siehe Anhang, Abschnitt 9.1.2) 
 A. cavernicola I. basta 
Skelett-Anteil im Schwamm 3,1 (±1,3) % 50,1 (±20,0) % 
Chitin-Anteil im Skelett (8,0±1,4) % (17,1±1,4) % 
Anteil weiterer Saccharide im Skelett 1–2 % 3–4 % 
Calcium-Gehalt im Skelett 3,5 mg/g Skelett 15,5 mg/g Skelett 
Silizium-Gehalt im Skelett < 1,7 mg/g Skelett < 1,7 mg/g Skelett 
Protein-Gehalt im Skelett Max. 90 % Max. 77 % 
Schwefel-Gehalt im Skelett 11,8 mg/g Skelett 14,4 mg/g Skelett 
vorhandene Halogene im Skelett Br, Cl, I Br, Cl, I 
 
Der in Tab. 5.1 angegebene maximale Protein-Gehalt in den Schwammskeletten wurde aus 
den zuvor erhaltenen Werten abgeschätzt und kann daher nur als grober Richtwert betrachtet 
werden. Dazu wurde von 100 % Gesamtgehalt ausgegangen und sowohl der Chitin-Anteil, 
der Anteil an weiteren Sachcariden als auch der Silizium- und Calcium-Gehalt von diesem 
Wert abgezogen. Er zeigt jedoch deutlich, dass die Skelette der Schwämme der Ordnung 
Verongida zu einem Großteil aus Protein bestehen. 
5.2.3 Bestimmung des Brom-Gehaltes der Schwammskelette mittels Potentiometrie 
Zum Nachweis der bromierten Substanzen in den Skeletten der A. cavernicola und I. basta 
wurde der Brom-Gehalt der Skelette mit Hilfe von potentiometrischen Titrationen bestimmt.  
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Der Brom-Gehalt (siehe Tab. 5.2) wurde auf das Trockengewicht der jeweiligen Probe 
bezogen, sodass es sich bei den resultierenden Werten um relative Brom-Gehalte im 
verbleibenden Material handelt. 




mg Br / g 
Trockengewicht 
I. basta 
mg Br / g 
Trockengewicht 
Gesamtschwamm 60 ± 5 72 ± 10 
isoliertes Skelett 40 ± 3 51 ±   4 
 
Die ermittelten Werte zeigen in beiden Fällen deutlich, dass nicht nur der gesamte Schwamm, 
sondern auch das Skelett bromierte Substanzen enthält. Dabei könnte es sich unter anderem 
um halogenierte Aminosäuren aus dem im Schwammskelett vorhandenen halogenierten 
Protein Spongin handeln. Andererseits könnten die bromierten Substanzen auch als bromierte 
Naturstoffe, die vom Tyrosin abgeleitet sind, vorliegen. So wäre es möglich, dass die Skelette 
von A. cavernicola bereits bekannte bromierte Naturstoffe wie Aerothionin oder dessen 
Derivate beinhalten. In den Skeletten der I. basta kann dagegen das Vorhandensein von 
Bastadinen vermutet werden. 
5.2.4 Charakterisierung der isolierten Schwammskelette mittels ATR-FTIR 
Für die weitere Charakterisierung der Schwammskelette wurden diese mittels ATR-FTIR 
untersucht. Als Vergleich wurden die mit Hilfe von NaOH extrahierten Chitin-Fasern der 
Schwammskelette wie auch kommerziell erhältliches -Chitin herangezogen. Die 
tabellarischen Zuordnungen der IR-Banden beider Schwammskelette sowie der nach NaOH 
isolierten Chitin-Fasern beider Skelette und -Chitin sind im Anhang, in Tab. 9.10 und Tab. 
9.11, zu finden. 
Aplysina cavernicola 
Das ATR-FTIR-Spektrum des Schwammskelettes der A. cavernicola (Abb. 5.5) zeigt ein 
typisches Proteinspektrum. Das Spektrum wird demnach vor allem durch die für Proteine 
charakteristischen Amid-Banden, die auf Schwingungen des Proteinrückgrates, genauer der 
Peptidbindungen, zurückgehen[213,215], dominiert. So sind im Bereich von 3300 bis 3000 cm-1 
sowohl die Amid-Bande A bei 3287 cm-1 als auch die Amid-Bande B bei 3079 cm-1 zu 
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finden. Beide Banden sind auf eine NH-Streckschwingung der Peptidbindung 
zurückzuführen.  
Daneben sind die Amid-I-, die Amid-II- und die Amid-III-Bande im Spektrum zu erkennen. 
Die Amid-I-Bande bei 1635 cm-1 wird zu ca. 80 % durch die C=O-Streckschwingung der 
Peptidbindung[215] hervorgerufen. Die Amid-II-Bande bei 1517 cm-1 dagegen setzt sich aus 
einer NH-Deformationsschwingung und einer C-N-Streckschwingung zusammen[215]. Die 
Amid-III-Bande bei 1235 cm-1 ist eine komplexe Bande, die eine Kombination aus 
verschiedenen Schwingungen wie der NH-Deformationsschwingung oder der CN-
Streckschwingung darstellt[213]. Daneben treten im Bereich von 3000 bis 2800 cm-1 sowohl 
die symmetrischen als auch die antisymmetrischen Valenzschwingungen der CH3- und CH2-
Gruppen auf. Zwischen 1200 und 1000 cm-1 sind außerdem C-O- sowie C-N-
Streckschwingungen zu erwarten. Des Weiteren könnten in diesem Bereich die 
charakteristischen Gerüstschwingungen der Halogene Brom, Chlor und Iod an Aromaten zu 
den auftretenden Banden beitragen[254].  
 
Abb. 5.5: ATR-FTIR-Spektren der isolierten Skelette von A. cavernicola, der isolierten Chitin-Fasern der 
A. cavernicola sowie von -Chitin als Referenz 
Im Gegensatz dazu sind im ATR-FTIR-Spektrum der mittels NaOH isolierten Chitin-Fasern 
deutlich die charakteristischen Banden des Chitins erkennbar, was aus einem Vergleich mit 






 1 0 00 1 0 50 0 300 0 350

























ERGEBNISSE UND DISKUSSION   
 
62 
So sind in beiden ATR-FTIR-Spektren die Valenzschwingungen der OH-Gruppen bei 
3432 cm-1 (-Chitin) bzw. 3439 cm-1 (Schwammchitin) und 3389 cm-1 (-Chitin) bzw. 
3408 cm-1 (Schwammchitin) zu erkennen. Ferner sind die Valenzschwingungen der 
sekundären Aminogruppe, die durch verschiedene Schwingungsmodi (intermolekulare 
Wasserstoffbrückenbindung C=O…H-N sowie durch Wasserstoff intramolekular gebundene 
NH-Gruppen) hervorgerufen werden[128], bei 3262 cm-1 und bei 3105 cm-1 (-Chitin) bzw. bei 
3283 cm-1 und bei 3096 cm-1 (Schwammchitin) zu beobachten. Die für Chitin 
charakteristischen Amid-Banden sind ebenfalls deutlich sichtbar. So treten die Amid-I-Bande 
bei 1654 cm-1 (-Chitin) bzw. 1653 cm-1 (Schwammchitin), die Amid-II-Bande bei 1554 cm-1 
(-Chitin) bzw. 1549 cm-1 (Schwammchitin) sowie die Amid-III-Bande bei 1310 cm-1 (-
Chitin) bzw. 1306 cm-1 (Schwammchitin) auf. Daneben sind die antisymmetrische 
Valenzschwingung C-O-C des Ringes bei 1155 cm-1 (beide) und auch die 
Valenzschwingungen der C-O-Gruppe bei 1114 cm-1 (-Chitin) bzw. 1109 cm-1 
(Schwammchitin), bei 1070 cm-1 (-Chitin) bzw. 1064 cm-1 (Schwammchitin) sowie bei 
1026 cm-1 (beide) zuordenbar. 
Die gefundenen Unterschiede bestätigen die Vermutung, dass in den Skeletten neben Chitin 
eine große Menge an weiteren organischen Komponenten wie Peptide, Proteine oder auch 
deren Derivate vorliegen.  
Ianthella basta 
Die Auswertung der ATR-FTIR-Spektren von I. basta führt zu ähnlichen Ergebnissen (siehe 
Abb. 5.6). Das ATR-FTIR-Spektrum der Schwammskelette von I. basta zeigt auch hier ein 
typisches Proteinspektrum mit den charakteristischen Amid-Banden A (3278 cm-1), B 
(3085 cm-1) und I bis III (1637 cm-1, 1525 cm-1, 1233 cm-1). Außerdem sind im Bereich von 
3000 bis 2800 cm-1 sowohl die symmetrischen als auch die antisymmetrischen 
Valenzschwingungen der CH3- und CH2-Gruppen zu finden. Zwischen 1200 und 1000 cm
-1 
sind darüber hinaus die C-O- und C-N-Streckschwingungen sowie die charakteristischen 
Gerüstschwingungen der Halogene Brom, Chlor und Iod an Aromaten, die zu den 
auftretenden Banden beitragen können[254], zu erwarten.  
Nach der NaOH-Behandlung sind auch in diesem Fall die charakteristischen Banden des 
Chitins sichtbar. So sind nach der NaOH-Behandlung die Valenzschwingungen der OH-
Gruppen bei 3436 cm-1 und 3410 cm-1 sowie die verschiedenen Schwingungsmodi der 
Valenzschwingung der sekundären Aminogruppe bei 3281 cm-1 und 3114 cm-1 erkennbar. 
Zudem sind die Amid-I-Bande bei 1653 cm-1, die Amid-II-Bande bei 1554 cm-1 und die 
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Amid-III-Bande bei 1306 cm-1 deutlich nachweisbar. Daneben treten die antisymmetrische 
Valenzschwingung C-O-C des Ringes bei 1155 cm-1, die C-O-Valenzschwingungen bei 
1111 cm-1, bei 1067 cm-1 sowie bei 1026 cm-1 auf. 
 
Abb. 5.6: ATR-FTIR-Spektren der isolierten Skelette von I. basta, der isolierten Chitin-Fasern sowie von 
-Chitin als Referenz 
Die erhaltenen ATR-FTIR-Spektren zeigen in beiden Fällen sehr ähnliche Ergebnisse. Beide 
Schwammarten liefern nach der Isolierung der Skelette typische Proteinspektren. Nach der 
NaOH-Behandlung sind in beiden Fällen die charakteristischen ATR-FTIR-Spektren von 
Chitin nachweisbar. Das beweist, dass die im Skelett befindlichen Proteine durch die NaOH-
Behandlung entfernt werden. Insgesamt ist also davon auszugehen, dass beide Schwammarten 
trotz der zuvor festgestellten Unterschiede ein chemisch ähnlich aufgebautes Skelett besitzen, 
welches hauptsächlich aus Protein und Chitin besteht. 
5.2.5 Charakterisierung der isolierten Schwammskelette mittels NMR-Spektroskopie  
Um die beschriebenen Ergebnisse weiter zu erhärten, wurden die Schwammskelette beider 
Schwammarten mittels 13C-Festkörper-NMR-Spektroskopie untersucht. Als Vergleich dienten 
die mit Hilfe von NaOH extrahierten Chitin-Fasern der Schwammskelette. Aufgrund der 
durch potentiometrische Messungen gefundenen Brom-Gehalte in den Schwammskeletten 
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Derivate in den Schwammskeletten vorhanden sind. Dazu wurden das für A. cavernicola 
charakteristische Aerothionin und für I. basta Hemibastadin, ein synthetisches Bastadin, 
welches vom Arbeitskreis Proksch an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf zur 
Verfügung gestellt wurde, für einen Vergleich der 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren 
herangezogen. 
Aplysina cavernicola 
Im Vergleich des 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrums der Skelette von A. cavernicola (siehe 
Abb. 5.7) mit dem der isolierten Chitin-Fasern nach der NaOH-Behandlung fällt auf, dass 
neben dem charakteristischen C1-Signal bei 104,5 ppm, welches Chitin anzeigt, weitere, sich 
überlagernde Signale zu erkennen sind, die auf die Präsenz anderer organischer Komponenten 
schließen lassen.  
 
Abb. 5.7: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelette von A. cavernicola, Aerothionin sowie den 
reinen Schwammchitin-Fasern (fMAS = 16 kHz); * bezeichnet Rotationsseitenbänder 
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Das intensivste Signal bei 172,8 ppm kann dabei sowohl auf den Kohlenstoff der 
Carbonylgruppe des Chitins als auch auf den Kohlenstoff der Carbonylgruppe in Peptid-
bindungen zurückgeführt werden. Daran anschließend, im Bereich von 110 bis 150 ppm, sind 
Signale, die für aromatische Verbindungen charakteristisch sind, erkennbar. Weitere Signale 
werden durch C-N- bzw. durch C-O-Gruppen im Bereich von 40 bis 90 ppm hervorgerufen. 
Die Signale im Bereich mit den geringsten Verschiebungen (10 bis 60 ppm) stammen von 
aliphatischen Kohlenstoffatomen. Das 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum der A. cavernicola 
Skelette bestätigt somit die Ergebnisse der ATR-FTIR-Untersuchungen und deutet darauf hin, 
dass neben Chitin auch Peptide bzw. Protein(e) im Skelett vorhanden sind. 
Ein Vergleich des 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrums der A. cavernicola Skelette mit dem 
von Aerothionin zeigt, dass das Spektrum der Schwammskelette aus A. cavernicola einige, 
sehr schwache, aber charakteristische Signale dieser Verbindung aufweist (siehe Abb. 5.8). 
Folglich ist davon auszugehen, dass Aerothionin nicht nur im Schwammgewebe, sondern 
auch im Skelett, wenn auch nur in sehr geringen Mengen, vorkommt. 
 
Abb. 5.8: Ausschnitt aus den 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelette von A. cavernicola und 
Aerothionin (fMAS = 16 kHz) 
Ianthella basta 
Das 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum der Schwammskelette von I. basta ähnelt dem 13C 
{1H} CP MAS NMR-Spektrum der Schwammskelette von A. cavernicola (siehe Abb. 5.9). So 
sind auch hier neben dem charakteristischen C1-Signal des Chitins bei 104,6 ppm weitere, 
sich überlagernde Signale zu erkennen. 
Das intensivste Signal tritt hier ebenfalls bei 172,8 ppm auf und ist sowohl auf den 
Kohlenstoff der Carbonylgruppe des Chitins als auch auf den der Carbonylgruppe in 
Peptidbindungen zurückzuführen. Daran anschließend sind erneut charakteristische Signale 
für aromatische Verbindungen im Bereich von 110 bis 150 ppm erkennbar. Im Bereich von 
40 bis 90 ppm sind wie im 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum der Schwammskelette der 
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A. cavernicola weitere Signale, die durch C-N- bzw. C-O-Gruppen hervorgerufen werden, zu 
finden. Auch im Bereich mit den geringsten Verschiebungen (10 bis 60 ppm) sind wie im 13C 
{1H} CP MAS NMR-Spektrum der Schwammskelette von A. cavernicola Signale, die von 
aliphatischen Kohlenstoffatomen stammen, vertreten.  
 
Abb. 5.9: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelette von I. basta, 5,5‘-Dibromhemibastadin-1 
sowie den reinen Schwammchitin-Fasern (fMAS = 16 kHz); * bezeichnet Rotationsseitenbänder 
 
Abb. 5.10: Ausschnitt aus den 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelette von I. basta und 5,5‘-
Dibromhemibastadin-1 (fMAS = 16 kHz) 
Ein Vergleich des 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrums der I. basta Skelette mit dem von 5,5‘-
Dibromhemibastadin-1 zeigt, dass im Spektrum der Schwammskelette von I. basta keine 
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charakteristischen Signale dieser Verbindung zu finden sind (siehe Abb. 5.10). Somit ist 
anzunehmen, dass entweder keine Bastadine oder diese nur in nicht detektierbaren Mengen 
im Skelett vorkommen.  
Die 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Schwammskelette beider 
Schwammarten liefern also ähnliche Aussagen wie die ATR-FTIR-Spektren. So weisen die 
13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Schwammskelette in beiden Fällen die 
gleichen Signale auf. Ein Vergleich der 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der mittels NaOH 
isolierten Chitin-Fasern zeigt ebenfalls für beide Schwammarten das gleiche Ergebnis.  
5.2.6 Analyse der isolierten Schwammskelette mittels GC-MS 
Da die bisherigen Ergebnisse einen großen Anteil an Protein, genauer Spongin, in den 
Schwammskeletten nahelegen, sollte dies näher untersucht werden. Dazu sollte die 
Aminosäurezusammensetzung der Schwammskelette mit Hilfe von GC-MS-Messungen 
analysiert werden.  
Aplysina cavernicola 
Abb. 5.11 zeigt ein typisches Gaschromatogramm der isolierten Skelette von A. cavernicola. 
Es ist deutlich erkennbar, dass eine große Anzahl an unterschiedlichen Aminosäuren vorliegt.  
Das Gaschromatogramm kann grob in zwei Teile unterteilt werden. 
So können 20 verschiedene nicht halogenierte Aminosäuren im ersten Teil des 
Gaschromatogramms bis tR,rel = 0,85 identifiziert werden. Davon sind 16 den proteinogenen 
Aminosäuren zuzuordnen (siehe Tab. 5.3). Die größten Signale unter den proteinogenen 
Aminosäuren liefern dabei Glycin (Peak 2) und Serin (Peaks 6a, 6b). Außerdem können 
Alanin (Peak 1), Prolin (Peak 7), Threonin (Peaks 11a, 11b), Lysin (Peak 16) und Tyrosin 
(Peak 19) in größeren Mengen gefunden werden. Asparaginsäure (Peak 13), Glutaminsäure 
(Peak 14) und Histidin (Peak 18) treten dagegen nur in kleineren Mengen auf. Leucin (Peak 
5), Methionin (Peak 10), Phenylalanin (Peak 12), Arginin (Peak 17) und Tryptophan (Peak 
20) wiederum weisen die geringsten Intensitäten auf, wobei Methionin nur in Spuren zu 
finden ist. Der Anteil an Valin (Peak 4) kann nicht genau bestimmt werden, da Valin durch 
einen großen Peak, hervorgerufen durch Harnstoff (Peak A), überlagert ist. Die Bestimmung 
der Menge an Valin erfolgte daher durch die Auswertung der zu Valin gehörenden 
Ionenspuren. Diese Auswertung ergab einen kleinen Anteil an Valin, der in der Probe 
vorliegt.  




Abb. 5.11: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten A. cavernicola Schwammskelette  
Tab. 5.3: Übersicht der gefundenen Aminosäuren im Ba(OH)2-Extrakt der isolierten A. cavernicola 
Schwammskelette 
Peak TBDMS-Derivate proteinogen halogeniert 
1 Alanin X  
2 Glycin X  
3 -Aminobuttersäure (AABA)   
4 Valin X  
A Harnstoff   
5 Leucin X  
6a Serin (2 TBDMS) X  
7 Prolin X  
8 Oxoprolin   
9a Hydroxyprolin (2 TBDMS)   
10 Methionin X  
6b Serin (3 TBDMS) X  
11a Threonin (3 TBDMS) X  
11b Threonin (3 TBDMS) X  
12 Phenylalanin X  
13 Asparaginsäure X  
9b Hydroxyprolin (3 TBDMS)   
14 Glutaminsäure X  
15 Ornithin   
16 Lysin X  
B Aerothion oder dessen Derivate   
17 Arginin X  
18 Histidin X  
19 Tyrosin X  
20 Tryptophan X  
21 3-Monochlortyrosin  X 
22* Monobromhistidin  X 
23* Monobromtyrosin  X 
24* Dichlortyrosin  X 
25 3-Monoiodtyrosin  X 
26* Monobrom-Monochlortyrosin  X 
27 3,5-Dibromtyrosin  X 
28* Monochlor-Monoiodtyrosin  X 
29* Monobrom-Monoiodtyrosin  X 
30 3,5-Diiodtyrosin  X 
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Des Weiteren können die nicht-proteinogenen Aminosäuren AABA (Peak 3), Oxoprolin 
(Peak 8), Hydroxyprolin (Peaks 9a, 9b) wie auch Ornithin (Peak 15) in der Probe gefunden 
werden. Dabei weisen Hydroxyprolin (Peaks 9a, 9b) sowie Ornithin (Peak 15) größere 
Mengen auf, während AABA (Peak 3) und Oxoprolin (Peak 8) nur in geringen Mengen 
vorhanden sind. 
Um zu bestimmen, ob der gefundene Harnstoff nur ein Artefakt der Ba(OH)2-Behandlung ist, 
wurden Messungen an einem Arginin-Standard, der wie die Skelett-Proben mit Ba(OH)2 
behandelt worden war, durchgeführt (Gaschromatogramm siehe Anhang, Abb. 9.5).  
Tab. 5.4: Vergleich der Arginin/Ornithin- bzw. Arginin/Harnstoff-Verhältnisse im Arginin-Standard nach der 






Arginin-Standard 1:2,6 1:1,1 
Ba(OH)2-Extrakt der A. cavernicola Skelette 1:8,8 1:9,1 
 
Diese Messungen zeigten, dass ein Teil des Arginins durch die Behandlung in Ornithin und 
Harnstoff gespalten wird. Dies führte zu der Vermutung, dass der in den Skeletten detektierte 
Harnstoff durch die Ba(OH)2-Behandlung entsteht. Ein Vergleich des Verhältnisses Arginin 
zu Harnstoff in Probe und Standard macht jedoch deutlich (Tab. 5.4), dass Harnstoff im 
Skelett in größeren Mengen vorliegt als im Standard. Somit wird wahrscheinlich nur ein Teil 
des Harnstoffs durch die Ba(OH)2-Behandlung gebildet. Das gleiche Bild zeigt sich beim 
Vergleich des Verhältnisses Arginin zu Ornithin. Demnach sind Harnstoff und Ornithin nicht 
nur Artefakte, die durch die Ba(OH)2-Behandlung entstehen, sondern auch Bestandteile des 
Skelettes der A. cavernicola.  
Im zweiten Teil des Gaschromatogramms (Abb. 5.11), ab einer relativen Retentionszeit 
größer als 0,85, treten halogenierte Komponenten auf. Es können verschiedene halogenierte 
Aminosäuren identifiziert werden. Interessanterweise sind 9 der 10 identifizierten 
halogenierten Aminosäuren Tyrosin-Derivate. Neben monohalogenierten Tyrosinen wie 
Monobromtyrosin und reinen dihalogenierten Tyrosinen wie Dichlortyrosin sind auch 
gemischt halogenierte Tyrosine wie Monobrom-Monoiodtyrosin vertreten. Als einziges 
anderes halogeniertes Aminosäure-Derivat ist Monobromhistidin (Peak 22*) in sehr geringen 
Mengen zu finden. Dichlortyrosin (Peak 24*), Monobrom-Monochlortyrosin (Peak 26*) und 
3,5-Dibromtyrosin (Peak 27) dagegen bilden die Hauptkomponenten der halogenierten 
Aminosäuren. Des Weiteren liegt Monobromtyrosin in hohen Konzentrationen vor. Alle 
anderen halogenierten Aminosäuren sind nur in geringen Mengen vorhanden, wobei 3,5-
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Diiodtyrosin (Peak 30) die geringste Menge aufweist. Die Massenspektren der halogenierten 
Aminosäuren, für die kein Standard zum Abgleich zur Verfügung stand, sind im Anhang in 
Tab. 9.14 zu finden. 
Um auszuschließen, dass die halogenierten Tyrosine durch die Ba(OH)2-Behandlung 
chemisch transformiert werden, wurde ein Mix aus den Standards Tyrosin, 3-Monoiodtyrosin, 
3,5-Diiodtyrosin und 3,5-Dibromtyrosin wie die Skelette mit Ba(OH)2 behandelt und mittels 
GC-MS gemessen (Gaschromatogramm siehe Anhang, Abb. 9.6). Die GC-MS-Daten zeigen, 
dass keine Transformation der Aminosäuren stattfindet. Demnach kann davon ausgegangen 
werden, dass alle gefundenen halogenierten Tyrosin-Derivate natürlicherweise in den 
Skeletten vorkommen.  
Interessanterweise liefern einige Aminosäuren mehrere Peaks. Dies ist auf unterschiedliche 
Derivatisierungsgrade zurückzuführen. Demnach liefern sowohl Serin (Peaks 6a, 6b) als auch 
Hydroxyprolin (Peaks 9a, 9b) einen Peak für das Derivat mit 2 TBDMS-Gruppen und einen 
Peak für das Derivat mit 3 TBDMS-Gruppen. Threonin (Peaks 11a, 11b) dagegen liefert zwei 
Peaks des gleichen Derivats (3 TBDMS-Gruppen). Angesichts der zwei vorhandenen 
Stereozentren kann Threonin in Form von vier verschiedenen Stereoisomeren auftreten (Abb. 
5.12)[255]. Dabei sind L-Threonin und D-Threonin sowie L-Allothreonin und D-Allothreonin 
Spiegelbilder zueinander. Diese werden als Enantiomere bezeichnet und können zu 
Enantiomerenpaaren zusammengefasst werden. Die Paare verhalten sich untereinander 
allerdings nicht wie Bild und Spiegelbild und werden daher als Diastereomere 
bezeichnet[255,256]. Während die Enantiomere die gleichen physikalischen und chemischen 
Eigenschaften besitzen und somit ohne die Hilfe von chiral derivatisierenden Agenzien[257] für 
eine chromatographische Auftrennung nicht zugänglich sind, können die Diastereomere 
aufgrund ihrer unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften durch die 
Gaschromatographie aufgetrennt werden[255,256]. Die zwei Peaks des gleichen Derivates 




































Abb. 5.12: Stereoisomere des Threonins (nach North[255]) 
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Neben den beschriebenen Aminosäuren können weitere Bestandteile des Skelettes gefunden 
werden. So zeigten sowohl die HPLC-Messungen des AKs Proksch aus Düsseldorf[99] als 
auch die GC-MS-Untersuchungen, dass Aerothion ein Bestandteil des Skelettes von 
A. cavernicola ist. Für die Untersuchungen wurde ein Aerothionin-Standard derivatisiert und 
mittels GC-MS untersucht. Diese Messungen zeigen, dass Aerothionin verschiedene GC-
Peaks liefert, die auf eine Spaltung in kleinere Fragmente während der GC-Injektion 
hindeuten. (Gaschromatogramm siehe Anhang, Abb. 9.7). Im Ba(OH)2-Extrakt kann nur das 
Fragment bei tR,rel = 0,69 (Abb. 5.11, Peak B) detektiert werden. Sowohl die Retentionszeit als 
auch das Fragmentierungsmuster stimmen dabei mit denen des Aerothionin-Standards überein 
(Massenspektrum dieses Fragmentes siehe Anhang, Abb. 9.8).  
Aufgrund der geringen Peakgröße und des Fehlens weiterer Peaks kann angenommen werden, 
dass Aerothionin nur in Spuren im Skelett vorhanden ist. Da andere Aerothionin-Derivate wie 
beispielsweise Isofistularin-3 (Gaschromatogramm und Massenspektrum siehe Anhang, Abb. 
9.9 und Abb. 9.10) aufgrund des gleichen strukturellen Aufbaus dasselbe Fragment liefern 
können, ist es vorstellbar, dass der detektierte GC-Peak bei tR,rel = 0,69 nicht nur durch 
Aerothionin, sondern auch durch seine Derivate hervorgerufen wird. 
Darüber hinaus kann eine weitere Gruppe unbekannter Verbindungen, die sowohl nicht-
halogeniert (Peak a) als auch halogeniert (Cl- (Peak b), Br- (Peak c), Cl2- (Peak d), BrCl- 
(Peak e), und Br2-Derivate (Peak f)) vorliegen, im Ba(OH)2-Extrakt von A. cavernicola 
identifiziert werden (siehe Abb. 5.13; Massenspektren siehe Anhang, Tab. 9.15).  
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Das Massenspektrum des mit MTBSTFA derivatisierten Grundgerüstes dieser unbekannten 
Verbindung (Peak a) zeigt eine Molmasse von 580 g/mol an. Aufgrund des 
Fragmentierungsmusters kann vermutet werden, dass das Grundgerüst der unbekannten 
Verbindung drei TBDMS-Gruppen besitzt. Damit ergibt sich für das unbekannte Molekül 
eine molare Masse von 238 g/mol. Durch die hohe Retentionszeit ist außerdem zu vermuten, 
dass die unbekannte Verbindung aromatisch ist. Die Abspaltung eines Bruchstückes mit 
m/z = 159 deutet zudem auf eine Carboxyl-Gruppe hin. HR-Messungen für den Basispeak bei 
m/z = 359 lassen für dieses Fragment eine Elementarzusammensetzung von C16H35Si2N2O3 
vermuten.  
Ianthella basta 
Die Ba(OH)2-Extrakte von I. basta wurden im Gegensatz den Ba(OH)2-Extrakten der 
A. cavernicola mit dem Agilent Technologies System gemessen. Dies hat trotz Verwendung 
derselben Parameter zur Folge, dass insbesondere in der ersten Hälfte der Chromatogramme 
die auf den zweiten Peak des internen Standards normierten Retentionszeiten leicht zu 
höheren Werten verschoben sind. Das Gaschromatogramm der isolierten Skelette von I. basta 
(siehe Abb. 5.14) zeigt wie das Gaschromatogramm der isolierten Skelette von A. cavernicola 
eine Vielzahl an Aminosäuren.  
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Tab. 5.5: Übersicht der gefundenen Aminosäuren im Ba(OH)2-Extrakt der isolierten I. basta Schwammskelette 
Peak TBDMS-Derivate proteinogen halogeniert 
1 Alanin X  
2 Glycin X  
3 -Aminobuttersäure (AABA)   
4 Valin X  
5 Leucin X  
6a Serin (2 TBDMS) X  
7a Isoleucin (2 TBDMS) X  
7b Isoleucin (2 TBDMS) X  
8 Prolin X  
9 Oxoprolin   
10a Hydroxyprolin (2 TBDMS)   
11 Methionin X  
6b Serin (3 TBDMS) X  
12a Threonin (3 TBDMS) X  
12b Threonin (3 TBDMS) X  
13 Phenylalanin X  
14 Asparaginsäure X  
10b Hydroxyprolin (3 TBDMS)   
15 Glutaminsäure X  
16 Ornithin   
17 Lysin X  
18 Arginin X  
19 Histidin X  
20 Tyrosin X  
21 Tryptophan X  
22 Hydroxylysin   
23 3-Monochlortyrosin  X 
24* Monobromtyrosin  X 
25* Dichlortyrosin  X 
26 3-Monoiodtyrosin  X 
27* Monobrom-Monochlortyrosin  X 
28 3,5-Dibromtyrosin  X 
29* Monochlor-Monoiodtyrosin  X 
30* Monobrom-Monoiodtyrosin  X 
31 3,5-Diiodtyrosin  X 
 
Auch hier kann das Gaschromatogramm grob in zwei Teile gegliedert werden. 
Demnach können im ersten Teil des Gaschromatogramms bis tR,rel = 0,85 22 verschiedene 
nicht halogenierte Aminosäuren identifiziert werden. Davon sind 17 den proteinogenen 
Aminosäuren zuzuordnen (siehe Tab. 5.5). Den größten Peak der proteinogenen Aminosäuren 
liefert Glycin (Peak 2). Außerdem können für Alanin (Peak 1), Leucin (Peak 5), Prolin 
(Peak 8), Asparaginsäure (Peak 14), Glutaminsäure (Peak 15), Lysin (Peak 17) sowie Tyrosin 
(Peak 20) größere Mengen gefunden werden. Dagegen treten Valin (Peak 4), Serin (Peaks 6a, 
6b) und Phenylalanin (Peak 13) nur in kleineren Mengen auf. Isoleucin (Peak 7a, 7b), 
Methionin (Peak 11), Threonin (Peaks 12a, 12b), Arginin (Peak 18), Histidin (Peak 19) und 
Tryptophan (Peak 21) wiederum weisen die geringsten Mengen auf, wobei Methionin, 
Histidin und auch Tryptophan nur in Spuren vertreten sind. 
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Daneben können die nicht-proteinogenen Aminosäuren AABA (Peak 3), Oxoprolin (Peak 9), 
Hydroxyprolin (Peaks 10a, 10b), Hydroxylysin (Peak 22) wie auch Ornithin (Peak 16) in der 
Probe gefunden werden. Dabei weist Ornithin (Peak 16) größere Mengen auf, während 
Hydroxyprolin (Peaks 10a, 10b) in kleineren Mengen vorhanden ist. AABA (Peak 3), 
Oxoprolin (Peak 9) und Hydroxylysin (Peak 22) weisen die geringsten Mengen auf. 
Die im Chromatogramm auftretende Verunreinigung wurde zuweilen durch den N2-Strom in 
die GC-MS-Proben eingetragen. 
Im zweiten Teil des Gaschromatogramms (Abb. 5.14), ab einer relativen Retentionszeit 
größer als 0,85, treten auch hier wieder halogenierte Aminosäuren auf. So sind 9 verschiedene 
halogenierte Aminosäuren, bei denen es sich ausschließlich um Tyrosin-Derivate handelt, 
identifizierbar. Es treten monohalogenierte Tyrosine wie Monobromtyrosin, reine 
dihalogenierte Tyrosine wie Dichlortyrosin und auch gemischt halogenierte Tyrosine wie 
Monobrom-Monoiodtyrosin auf. 3,5-Dibromtyrosin (Peak 28) bildet dabei die 
Hauptkomponente der halogenierten Aminosäuren. Des Weiteren liegt Monobrom-
Monochlortyrosin (Peak 27*) in relativ hohen Konzentrationen vor. Alle anderen 
halogenierten Aminosäuren sind nur in geringen Mengen vorhanden, wobei Monochlor-
Monoiodtyrosin (Peak 29*) und 3,5-Diiodtyrosin (Peak 31) die geringsten Mengen aufweisen. 
Außerdem liefern auch hier einige Aminosäuren mehrere Peaks, die auf unterschiedlichen 
Derivatisierungsgraden beruhen. So sind im Gaschromatogramm von I. basta wie im 
Gaschromatogramm von A. cavernicola sowohl für Serin (Peaks 6a, 6b) als auch für 
Hydroxyprolin (Peaks 10a, 10b) jeweils ein Peak für das Derivat mit zwei TBDMS-Gruppen 
und ein Peak für das Derivat mit drei TBDMS-Gruppen zu finden. Isoleucin (Peak 7a, 7b) 
liefert wie auch Threonin (Peaks 12a, 12b) zwei Peaks des gleichen Derivats. Wie schon 
Threonin besitzt auch Isoleucin zwei Stereozentren, sodass hier vermutlich zwei 
Diastereomere[255] durch die Gaschromatographie aufgetrennt werden.  
Vergleich der Aminosäurezusammensetzung von A. cavernicola und I. basta 
Die gefundenen Aminosäurezusammensetzungen von A. cavernicola und I. basta weisen 
einige Ähnlichkeiten auf. So kann in beiden Fällen ein großer Anteil an Alanin, Glycin, 
Prolin, Lysin und Tyrosin gefunden werden. Phenylalanin und Valin treten dagegen in beiden 
Schwammskeletten nur in kleineren Mengen auf. Methionin, Arginin und Tryptophan 
wiederum sind jeweils nur in kleinsten Mengen im Schwammskelett zu finden. 
Interessanterweise ist in beiden Schwammskeletten Hydroxyprolin identifizierbar. Dies deutet 
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neben dem jeweiligen hohen Glycingehalt auf den kollagenartigen Charakter[258] des Spongins 
hin.  
Die Aminosäurezusammensetzungen der Schwammskelette weisen jedoch auch interessante 
Unterschiede auf. So sind Histidin, Serin und Threonin im Skelett von A. cavernicola in 
wesentlich größeren Mengen vertreten als im Skelett von I. basta. Bei Asparaginsäure, 
Glutaminsäure und Phenylalanin verhält es sich umgekehrt. Diese sind im Skelett von I. basta 
in wesentlich größeren Mengen zu finden als im Skelett von A. cavernicola. Darüber hinaus 
sind im Schwammskelett von I. basta sowohl Spuren von Hydroxylysin, welches noch einmal 
den kollagenartigen Charakter des im Schwammskelett befindlichen Spongins unterstreicht, 
als auch kleinere Mengen an Isoleucin vorhanden. Dies ist im Schwammskelett der 
A. cavernicola nicht der Fall. Des Weiteren ist der Anteil an Leucin im Skelett der I. basta 
wesentlich höher als im Skelett von A. cavernicola. 
Bei den halogenierten Aminosäuren ist deutlich erkennbar, dass 3,5-Dibromtyrosin und 
Monobrom-Monochlortyrosin in beiden Schwammskeletten die größten Anteile aufweisen. 
Kleinere Mengen sind dagegen für die iodierten Tyrosine zu finden. Der größte Unterschied 
ist im Gehalt an Dichlortyrosin zu finden. Während es in der A. cavernicola in größeren 
Mengen vorliegt, ist es in der I. basta nur in kleineren Mengen auffindbar.  
Die gefundenen Unterschiede in beiden Schwammskeletten zeigen deutlich, dass das in den 
Skeletten der Schwämme der Ordnung Verongida vorkommende Spongin keine einheitliche 
Zusammensetzung aufweist. Es ist somit zu vermuten, dass es sich bei Spongin ähnlich wie 
bei Kollagen[258,259] eher um eine Gruppe an verschiedenen Proteinen handelt. Interessant 
wäre hierbei auch die Frage, inwiefern sich die Aminosäurezusammensetzung des Spongins 
innerhalb einer Schwammfamilie verändert. 
Vergleich der gefundenen Aminosäurezusammensetzungen mit der Literatur 
Die gefundenen Aminosäurezusammensetzungen von A. cavernicola und I. basta wurden 
zudem mit der Aminosäurezusammensetzung des ungebleichten Schwammes Hippospongia 
equina[184] sowie mit der des Badeschwammes Spongia officinalis obliqua[183] verglichen.  
Dabei zeigen sich Gemeinsamkeiten, aber auch charakteristische Unterschiede. Die 
Aminosäurezusammensetzungen sind in Tab. 5.6 zusammengefasst. 
Die Extraktionen der Aminosäuren aus dem Schwamm Hippospongia equina[184] sowie aus 
dem Badeschwamm Spongia officinalis obliqua[183] wurden ebenfalls mit Hilfe einer 
alkalischen Ba(OH)2-Lösung durchgeführt. Daher sind die gefundenen Aminosäure-
zusammensetzungen mit denen aus der Literatur gut vergleichbar. Der Vergleich zeigt, dass 
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vor allem bei den halogenierten Aminosäuren auffällige Unterschiede auftreten. So wurden 
Monobromhistidin, Monbromtyrosin, 3-Monochlortyrosin, Monochlor-Monoiodtyrosin, 
Monobrom-Monochlortyrosin und Dichlortyrosin weder im Schwamm Hippospongia equina 
noch im Badeschwamm Spongia officinalis obliqua nachgewiesen. Interessanterweise konnte 
jedoch Monobrom-Monochlortyrosin in der Wellhornschnecke Buccinum undatum als 
natürlich vorkommende Aminosäure nachgewiesen werden[260].  
Tab. 5.6: Vergleich der gefundenen Aminosäurezusammensetzungen mit den bekannten Aminosäure-
zusammensetzungen des Spongins aus der Literatur 
Aminosäuren A. cavernicola I. basta H. equina[184] 
S. officinalis 
obliqua[183] 
-Aminobuttersäure (AABA) X X  X 
-Aminobuttersäure (GABA)   X  
Alanin X X X X 
Arginin X X X  
Asparaginsäure X X X X 
Cystin   X  
Glutaminsäure X X X X 
Glycin X X X X 
Histidin X X X X 
Hydroxylysin  X   
Hydroxyprolin X X X X 
Isoleucin  X   
Leucin X X X X 
Lysin X X X X 
Methionin X X  X 
Ornithin X X X  
Oxoprolin X X   
Phenylalanin X X X X 
Prolin X X X X 
Serin X X X  
Threonin X X X  
Tryptophan X X X X 
Tyrosin X X X X 
Valin X X X X 
Monobromhistidin X    
Monobromtyrosin X X   
3-Monochlortyrosin X X   
3-Monoiodtyrosin X X  X 
Monochlor-Monoiodtyrosin X X   
Monobrom-Monochlortyrosin X X   
Monobrom-Monoiodtyrosin X X   
Dichlortyrosin X X   
3,5-Dibromtyrosin X X  X 
3,5-Diiodtyrosin X X X X 
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Darüber hinaus scheint das Auftreten von AABA oder GABA von der jeweiligen Taxonomie 
des untersuchten Schwammes abzuhängen. So ist der Schwamm H. equina der einzige, in 
dem GABA zu finden ist, während in allen anderen Schwämmen AABA gefunden wurde. 
Weiterhin zeigt sich, dass Alanin, Asparaginsäure, Glutaminsäure, Glycin, Leucin, Lysin, 
Prolin, Tryptophan, Tyrosin, Valin und die halogenierte Aminosäure 3,5-Diiodtyrosin sowohl 
in den Skeletten von A. cavernicola und I. basta als auch in den Schwämmen H. equina und 
S. officinalis obliqua vorkommen. Außerdem konnten die nicht-proteinogenen Aminosäuren 
Hydroxyprolin, Oxoprolin und Ornithin sowohl in den Skeletten von A. cavernicola und 
I. basta als auch in den Schwämmen H. equina und S. officinalis obliqua identifiziert werden. 
Ornithin und Oxoprolin konnten ebenfalls im Schwamm Aplysina aerophoba, welcher die 
Zwillingsspezies von Aplysina cavernicola ist, gefunden werden[261]. 
Da sowohl H. equina als auch S. officinalis obliqua zur Ordnung Dictyoceratida, und nicht 
wie A. cavernicola und I. basta zur Ordnung Verongida, gehören, ist es durchaus möglich, 
dass die gefundenen Unterschiede in der Zusammensetzung der Aminosäuren auf ihre 
jeweilige Gattung zurückzuführen sind.  
5.2.7 Strukturaufklärung der unbekannten Verbindungen im Schwammskelett der 
Aplysina cavernicola mittels LC-MS/MS 
Zur weiteren Strukturaufklärung der Gruppe der im GC-MS-Lauf (Massenspektren siehe im 
Anhang, Tab. 9.15) gefundenen unbekannten Verbindungen in A. cavernicola wurde ein 
Ba(OH)2-Extrakt ohne vorherige MTBSTFA-Derivatisierung mittels hochauflösender 
Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS) am Institut 
für Dopinganalytik und Sportbiochemie Dresden untersucht (siehe im Anhang, Abb. 9.12 bis 
Abb. 9.21). Neben den Cl-, Br-, BrCl-, Cl2- und Br2-Derivaten der unbekannten Verbindung, 
die bereits im GC-Lauf gefunden werden konnten, sind weitere halogenierte Verbindungen 
mit demselben Grundgerüst im Ba(OH)2-Extrakt enthalten. So sind auch die I-, I2-, ICl- und 
IBr-Derivate, allerdings in geringen Mengen, zu finden. Dabei ist interessant, dass die 
halogenierten Verbindungen bis auf eine Ausnahme immer zwei Signale hervorrufen, 
während die nicht-halogenierte Verbindung nur einen Peak aufweist. Der Peak der 
unhalogenierten Verbindung ist jedoch sehr breit, sodass eventuell auch zwei Maxima 
darunter liegen. Demnach könnten auch im Fall der unhalogenierten Verbindung zwei 
Isomere existieren, die jedoch durch den LC-Lauf nicht aufgetrennt wurden. Die Auswertung 
der Daten zeigt, dass es sich bei der Verbindung vermutlich um Tyrosyl-Glycin bzw. Glycyl-
Tyrosin (Abb. 5.15) handelt. Dies kann sowohl anhand der GC-MS- als auch anhand der LC-
MS/MS-Daten bestätigt werden. 












Tyrosyl-Glycin Glycyl-Tyrosin  
Abb. 5.15: Struktur des Tyrosyl-Glycins und des Glycyl-Tyrosins 
Um welches der beiden Dipeptide es sich konkret handelt, kann durch die GC-MS-Daten 
nicht ermittelt werden (siehe im Anhang, Abb. 9.11). Durch die Anzahl der in den LC-
MS/MS-Messungen auftretenden Isomerenpeaks ist jedoch davon auszugehen, dass sowohl 
Tyrosyl-Glycin als auch Glycyl-Tyrosin vorhanden sind. Beide Dipeptide besitzen nur ein 
Stereozentrum und liegen somit nur als Enantiomere vor. Da, wie schon unter 5.2.6 für 
Threonin erläutert, Enantiomere für eine chromatographische Trennung nicht ohne weiteres 
zugänglich sind, können die Isomerenpeaks nur durch die beiden unterschiedlichen 
Kombinationsmöglichkeiten von Tyrosin und Glycin hervorgerufen werden.  
Interessanterweise können mittels LC-MS/MS neben dem Tyrosyl-Glycin bzw. Glycyl-
Tyrosin weitere Dipeptide identifiziert werden, die sowohl nicht-halogeniert als auch 
halogeniert auftreten. Dabei handelt es sich beispielsweise um Tyrosyl-Serin/Seryl-Tyrosin 
(siehe im Anhang, Abb. 9.22), Tyrosyl-Tyrosin (siehe im Anhang, Abb. 9.23) oder auch 
Tyrosyl-Ornithin/Ornithyl-Tyrosin (siehe im Anhang, Abb. 9.24). Die halogenierten 
Varianten dieser Dipeptide liefern vier Isomere. Im Gegensatz zum Dipeptidpaar Tyrosyl-
Glycin/Glycyl-Tyrosin sind in diesen Dipeptiden zwei Stereozentren vorhanden, sodass neben 
den Enantiomeren auch Diastereomere auftreten. Somit treten, wie ebenfalls unter 5.2.6 für 
Threonin erläutert, für jedes Dipeptid des Paares zwei Isomerenpeaks auf.  
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass nicht nur das nicht-halogenierte Tyrosin, sondern auch 
die halogenierten Tyrosine in die Proteinstruktur des Spongins eingebaut sind und nicht 
ausschließlich als freie Aminosäuren im Skelett vorliegen.  
5.3 Effekt der anschließenden MeOH-Behandlung auf die isolierten 
Schwammskelette 
Aus der Literatur ist bekannt, dass durch die Behandlung mit MeOH bioaktive Naturstoffe aus 
marinen Schwämmen gewonnen werden könnenz.B.[33–38]. Um zu überprüfen, welchen 
Einfluss solch eine MeOH-Behandlung auf die isolierten Schwammskelette hat, wurden diese 
nach der MeOH-Behandlung ein weiteres Mal untersucht. 
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5.3.1 Morphologische Untersuchung der MeOH-behandelten Skelette mittels Licht- 
und Rasterelektronenmikroskopie 
Um die Morphologie der marinen Schwämme im Hinblick auf mögliche Veränderungen nach 
der MeOH-Behandlung zu untersuchen, wurden sowohl licht- als auch rasterelektronen-
mikroskopische Untersuchungen durchgeführt. 
 
Abb. 5.16: Lichtmikroskopie-Aufnahmen der isolierten Skelette nach Reinstwasser- bzw. TE100-Behandlung 
und anschließender MeOH-Behandlung (oben: A. cavernicola; unten: I. basta; Messbalken = 100 µm) 
Aplysina cavernicola 
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass die Skelette der A. cavernicola keine 
sichtbaren Veränderungen (siehe Abb. 5.16) nach der MeOH-Behandlung aufweisen. So ist 
auch auf diesen Aufnahmen deutlich das bräunliche Skelett von A. cavernicola zu sehen. 
Morphologisch sind keine Deformierungen oder Schäden zu erkennen. 
    




isolierte Skelette nach MeOH-Behandlung 
H O-Extraktion2 TE100-Extraktion
H O-Extraktion2
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Die REM-Aufnahmen weisen dagegen Unterschiede auf (siehe Abb. 5.17). Es ist zwar auch 
hier deutlich das aus mehreren Schichten aufgebaute Fasernetzwerk zu sehen. Allerdings 
wurde durch die MeOH-Behandlung das Mark aus dem zentralen Kanal entfernt. Wie 
Hendrik Niemann aus dem AK Proksch an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 
ermitteln konnte, macht das so entfernte Mark nur ca. 1,4 % der Gesamtmasse des isolierten 
Skelettes aus. Somit ist davon auszugehen, dass die MeOH-Behandlung insgesamt nur einen 
geringen Einfluss auf die Struktur der Skelette hat. 
Die anschließenden EDX-Messungen bestätigen dies (siehe Anhang, Abb. 9.25). So weist das 
Skelett nach der MeOH-Behandlung noch immer neben Brom auch Chlor und Iod auf. 
Außerdem kann auch noch nach der MeOH-Behandlung Schwefel im Schwammskelett 
nachgewiesen werden.  
Ianthella basta 
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen auch für I. basta, dass die MeOH-Behandlung 
keine morphologischen Veränderungen an den Skeletten (siehe Abb. 5.16) verursacht. So ist 
hier ebenfalls deutlich das rötliche Skelett nach der Reinstwasser- und anschließenden 
MeOH-Behandlung bzw. stark aufgehellte Skelett nach der TE100- und darauf folgenden 
MeOH-Behandlung ohne neue Deformierungen oder Schäden zu sehen. 
    
Abb. 5.18: REM-Aufnahmen der Skelette der I. basta nach MeOH-Behandlung 
Die REM-Aufnahmen zeigen dagegen (Abb. 5.18), dass die allgemeine Struktur des Skelettes 
zwar weiterhin erhalten ist, aber durch die MeOH-Behandlung auch im Falle von I. basta das 
poröse Mark aus der Skelettstruktur entfernt worden ist. Das entfernte Mark macht hier, 
ebenfalls durch Hendrik Niemann aus dem AK Proksch an der Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf ermittelt, einen Anteil von ca. 12,9 % der Gesamtmasse des isolierten Skelettes 
aus. Somit hat die MeOH-Behandlung auf die Struktur der Skelette von I. basta zwar 
insgesamt einen größeren Einfluss als auf die Skelette von A. cavernicola. Bei Betrachtung 
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der REM-Bilder zeigt sich jedoch, dass die MeOH-Behandlung morphologisch gesehen nur 
eine relativ geringe Wirkung hat. 
Die anschließenden EDX-Messungen bestätigen diese Ergebnisse (siehe Anhang, Abb. 9.26). 
So weist das Skelett weiterhin neben Brom auch Chlor und Iod auf. Außerdem ist auch hier 
Schwefel erkennbar. 
5.3.2 Bestimmung des Brom-Gehaltes der MeOH-behandelten Skelette mittels 
Potentiometrie 
Für die Extraktion von bromierten Naturstoffen wie Aerothionin oder den Bastadinen aus 
marinen Schwämmen kann MeOH verwendet werden. Da ein relativ hoher Anteil an Brom 
vor der MeOH-Behandlung (siehe Abschnitt 5.2.3) und in A. cavernicola in den NMR-
Messungen Hinweise auf Aerothionin im Skelett gefunden wurden (siehe Abschnitt 5.2.5), 
sollte überprüft werden, inwiefern sich der Brom-Gehalt nach der MeOH-Behandlung 
verändert. 
Tab. 5.7: Brom-Gehalt nach verschiedenen Behandlungsstufen (Berechnungen siehe Anhang, Abschnitt 9.1.3) 
 
A. cavernicola 
mg Br / g 
Trockengewicht 
I. basta 
mg Br / g 
Trockengewicht 
isoliertes Skelett vor MeOH 40 ± 3 51 ± 4 
isoliertes Skelett nach MeOH 35 ± 2 44 ± 4 
Chitin-Fasern nach NaOH 0 0 
 
Wie aus Tab. 5.7 ersichtlich wirkt sich die MeOH-Behandlung auf beide Schwammskelette 
ähnlich aus. So ändert sich der Brom-Gehalt in beiden Schwämmen nur geringfügig.  
Im Gegensatz dazu zeigen die Messungen an den nach Abschnitt 3.3 mit NaOH extrahierten 
Chitin-Fasern, dass alle bromierten Substanzen durch die NaOH-Behandlung entfernt werden. 
Somit ist anzunehmen, dass der größte Teil der bromierten Substanzen stark an das Skelett 
gebunden ist und nicht leicht durch organische Lösungsmittel entfernt werden kann. 
5.3.3 Charakterisierung der MeOH-behandelten Skelette mittels ATR-FTIR 
Aplysina cavernicola 
Beim Vergleich des ATR-FTIR-Spektrums des Schwammskelettes der A. cavernicola (Abb. 
5.19) nach der MeOH-Behandlung mit dem vor der MeOH-Behandlung wird deutlich, dass 
die MeOH-Behandlung keinen offensichtlichen Einfluss auf die ATR-FTIR-Spektren besitzt. 
Das ATR-FTIR-Spektrum des Schwammskelettes von A. cavernicola nach der MeOH-
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Behandlung zeigt auch hier ein typisches Proteinspektrum und wird wie schon zuvor vor 
allem durch die für Proteine charakteristischen Amid-Banden dominiert.  
 
Abb. 5.19: ATR-FTIR-Spektren der isolierten Schwammskelette von A. cavernicola vor und nach MeOH-
Behandlung 
Ianthella basta 
Die Auswertung der ATR-FTIR-Spektren von I. basta führt auch hier zu ähnlichen 
Ergebnissen. So zeigen die ATR-FTIR-Spektren der Schwammskelette der I. basta nach der 
MeOH-Behandlung ebenfalls keine Veränderungen im Vergleich zu den ATR-FTIR-Spektren 
der Schwammskelette der I. basta vor der MeOH-Behandlung (siehe Abb. 5.20). 
 
Abb. 5.20: ATR-FTIR-Spektren der isolierten Schwammskelette von I. basta vor und nach MeOH-Behandlung 
Die erhaltenen ATR-FTIR-Spektren beider Schwammarten bestätigen die zuvor gemachten 
Beobachtungen. So zeigen beide Schwammspezies keine Veränderungen in den ATR-FTIR-
Spektren nach der MeOH-Behandlung. Damit bestätigt sich, dass die MeOH-Behandlung 
keinen bzw. nur einen sehr geringen Einfluss auf die Morphologie und Zusammensetzung der 
Schwammskelette hat. 
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5.3.4 Charakterisierung der MeOH-behandelten Skelette mittels NMR-Spektroskopie 
Aplysina cavernicola 
Der Vergleich der 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Skelette von A. cavernicola vor und 
nach MeOH-Behandlung (siehe Abb. 5.21) zeigt dasselbe Ergebnis wie die ATR-FTIR-
Spektren. So werden durch die MeOH-Behandlung keine offensichtlichen Veränderungen 
hervorgerufen.  
Wie bereits in den 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Skelette von A. cavernicola vor 
MeOH-Behandlung zeigt das 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum der Skelette von 
A. cavernicola nach MeOH-Behandlung neben dem charakteristischen C1-Signal, welches 
auf Chitin hinweist, weitere, sich überlagernde Signale, die auf die im Skelett befindlichen 
Proteine zurückzuführen sind.  
 
Abb. 5.21: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelette von A. cavernicola vor und nach MeOH-
Behandlung (fMAS = 16 kHz) 
Interessanterweise zeigt der Vergleich der 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren von 
A. cavernicola Skelette vor und nach MeOH-Behandlung jedoch im Bereich der Aerothionin-
Signale Unterschiede (Abb. 5.22). So sind die schwachen, aber charakteristischen Signale des 
Aerothionins nach der MeOH-Behandlung nicht mehr vorhanden. Das Aerothionin wird also 
durch das MeOH zumindest soweit aus dem Schwammskelett entfernt, dass es nach der 
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Abb. 5.22: Ausschnitt aus den 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelett von A. cavernicola vor 
und nach MeOH-Behandlung sowie Aerothionin (fMAS = 16 kHz) 
Ianthella basta 
Der Vergleich der 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Schwammskelette von I. basta 
zeigen ein ähnliches Bild wie die 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Schwammskelette 
der A. cavernicola (siehe Abb. 5.23). So sind durch die MeOH-Behandlung keine 
Veränderungen im 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum der I. basta Skelette nach der MeOH-
Behandlung erkennbar. 
Das Spektrum weist demnach auch hier neben dem charakteristischen C1-Signal des Chitins 
weitere, sich überlagernde Signale auf.  
 
Abb. 5.23: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der isolierten Skelette von I. b1,8asta vor und nach MeOH-
Behandlung (fMAS = 16 kHz) 
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Die erhaltenen 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren beider Schwammarten bestätigen demnach 
wie die ATR-FTIR-Untersuchungen die zuvor gemachten Beobachtungen. Beide 
Schwammspezies zeigen keine bzw. nur geringfügige Veränderungen in den 13C {1H} CP 
MAS NMR-Spektren nach der MeOH-Behandlung. Damit bestätigt sich ein weiteres Mal, 
dass die MeOH-Behandlung, abgesehen von der Auflösung des Marks in den inneren Kanälen 
der Fasern, nur einen sehr geringen Einfluss auf die Schwammskelette besitzt. 
5.3.5 Analyse der Aminosäurezusammensetzung mittels GC-MS 
Aplysina cavernicola 
Der Vergleich des Gaschromatogramms der Skelette der A. cavernicola nach der MeOH-
Behandlung (Abb. 5.24) mit dem der isolierten Skelette vor der MeOH-Behandlung zeigt, 
dass alle detektierbaren Aminosäuren in beiden Proben vorhanden sind. Allerdings sind im 
Hinblick auf die relativen Mengenanteile einige Unterschiede (siehe Tab. 5.8) zu erkennen. 
Dies deutet darauf hin, dass die MeOH-Behandlung selektiv den Anteil einiger Aminosäuren 
verringert. Interessant ist dabei, dass die größten Verluste für proteinogene Aminosäuren zu 
verzeichnen sind. Dies führt zu der Annahme, dass entweder freie Aminosäuren oder aber 
kleinere Peptide bzw. Proteine, die nicht fest an das Skelett gebunden sind, durch die MeOH-
Behandlung entfernt werden. Fest – mit großer Wahrscheinlichkeit kovalent – gebundene 
Proteine werden jedoch nicht entfernt. 
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Tab. 5.8: Veränderungen der gefundenen Mengen an Aminosäuren im Skelett von A. cavernicola nach der 
MeOH-Behandlung im Vergleich zu den gefundenen Mengen vor der MeOH-Behandlung. Es wird ein 
durchschnittlicher experimenteller Fehler von ca. 19 % angenommen (Fehlerrechnung siehe Abschnitt 9.2.3). 
Eine Auswertung zum Methionin erfolgte aufgrund des geringen Gehaltes nicht. 
 1 ++++ sehr starke Abnahme (Restgehalt 0 % – 25 %); +++ starke Abnahme (Restgehalt 26 % – 50 %); ++ 
mittelstarke Abnahme (Restgehalt 51 % – 75 %); + schwache Abnahme (Restgehalt von mehr als 75 %); − keine 




1 Alanin + 
2 Glycin ++ 
3 α- Aminobuttersäure (AABA) +++ 
4 Valin +++ 
5 Leucin +++ 
6a Serin (2 TBDMS) − 
7 Prolin ++ 
8 Oxoprolin + 
9a Hydroxyprolin (2 TBDMS) ++ 
10 Methionin  
6b Serin (3 TBDMS) ++ 
11a Threonin (3 TBDMS) ++++ 
11b Threonin (3 TBDMS) ++++ 
12 Phenylalanin +++ 
13 Asparaginsäure +++ 
9b Hydroxyprolin (3 TBDMS) +++ 
14 Glutaminsäure − 
15 Ornithin ++ 
16 Lysin ++ 
17 Arginin ++ 
18 Histidin +++ 
19 Tyrosin + 
20 Tryptophan + 
21 3-Monochlortyrosin – 
22* Monobromhistidin ++ 
23* Monobromtyrosin + 
24* Dichlortyrosin – 
25 3-Monoiodtyrosin – 
26* Monobrom-Monochlortyrosin – 
27 3,5-Dibromtyrosin – 
28* Monochlor-Monoiodtyrosin – 
29* Monobrom-Monoiodtyrosin – 
30 3,5-Diiodtyrosin – 
 
Der größte Verlust durch die MeOH-Behandlung ist dabei bei Threonin (Peaks 11a, 11b) zu 
verzeichnen. Aber auch der Anteil an AABA (Peak 3), Valin (Peak 4), Leucin (Peak 5), 
Phenylalanin (Peak 11), Asparaginsäure (Peak 13) und Histidin (Peak 18) hat beträchtlich 
abgenommen. Glycin (Peak 2), Prolin (Peak 7), Ornithin (Peak 15), Lysin (Peak 16) und 
Arginin (Peak 17) weisen nur eine mittelstarke Abnahme auf, während Alanin (Peak 1), 
Tyrosin (Peak 19) sowie Tryptophan nur eine schwache Abnahme zu verzeichnen haben. Bei 
Serin (Peaks 6a, 6b) dagegen zeigt sich, dass die Abnahme vom vorliegenden TBDMS-
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Derivat abhängt. So ist für das Derivat mit zwei TBDMS-Gruppen (unvollständige 
Derivatisierung) so gut wie keine Abnahme erkennbar, während für das Derivat mit drei 
TBDMS-Gruppen (vollständige Derivatisierung) eine mittelstarke Abnahme vorliegt. Somit 
ist der Gesamtgehalt an Serin leicht reduziert. Das gleiche Phänomen kann für Hydroxyprolin 
(Peaks 9a, 9b) beobachtet werden. So ist der Gehalt des Derivates mit drei TBDMS-Gruppen 
(vollständige Derivatisierung) stark reduziert, während der Gehalt des Derivates mit zwei 
TBDMS-Gruppen (unvollständige Derivatisierung) nur eine mittelstarke Abnahme 
verzeichnet. Da Methionin sowohl vor als auch nach der MeOH-Behandlung nur in Spuren 
vorliegt, wurde für Methionin auf die Auswertung einer möglichen Abnahme durch die 
MeOH-Behandlung verzichtet. 
Im Gegensatz zu den proteinogenen Aminosäuren weisen die halogenierten Aminosäuren 
außer Monobromhistidin (Peak 21*) keine nennenswerten Abnahmen des Gehaltes auf. Somit 
ist davon auszugehen, dass die halogenierten Tyrosine stark an das Skelett assoziiert sind. 
Dies bestätigt die Vermutung, dass halogenierte Moleküle fest bzw. kovalent an das 
Schwammskelett gebunden sind. 
Interessanterweise sind auch nach der MeOH-Behandlung noch Spuren von Aerothionin bzw. 
seiner Derivate zu finden. So wurde in dieser Messung wie in der Messung vor der MeOH-
Behandlung das Fragment bei tR,rel = 0,69 gefunden (siehe Anhang, Abb. 9.27). Sowohl die 
Retentionszeit als auch das Fragmentierungsmuster stimmen wieder mit dem Aerothionin- 
und dem Isofistularin-3-Standard überein. Da das Fragment allerdings schon vor der MeOH-
Behandlung nur in Spuren zu finden war, konnte keine Auswertung in Hinsicht auf die Menge 
erfolgen. Es kann jedoch aufgrund der vorliegenden Ergebnisse vermutet werden, dass 
Aerothionin bzw. seine Derivate zumindest teilweise stärker an das Skelett von A. cavernicola 
gebunden sind und somit durch die MeOH-Behandlung nicht komplett entfernt werden 
können. 
Ianthella basta 
Der Vergleich des Gaschromatogramms der Skelette von I. basta nach der MeOH-
Behandlung (Abb. 5.25) zeigt überraschenderweise nicht nur, dass alle Aminosäuren noch 
vorhanden sind, sondern auch, dass keine Abnahme durch die MeOH-Behandlung (siehe Tab. 
5.9) stattfindet. Dies deutet im Gegensatz zu den Ergebnissen der Skelette von A. cavernicola 
darauf hin, dass durch die MeOH-Behandlung im Fall der Skelette von I. basta nicht selektiv 
Aminosäuren entfernt werden. Somit scheint nur das stark an das Skelett assoziierte Spongin 
vorhanden zu sein. Demnach besteht das durch die MeOH-Behandlung entfernte Mark nicht 
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wie bei der A. cavernicola aus freien Aminosäuren und kleineren Peptiden bzw. Proteinen, die 
nur lose an das Skelett gebunden sind. Die HPLC-Ergebnisse[99] unseres Projektpartners, dem 
AK Proksch an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, zeigen, dass durch die MeOH-
Behandlung verschiedene Bastadine aus dem Skelett der I. basta isoliert werden können. Die 
isolierten Mengen reichen jedoch nicht aus, um den unter Abschnitt 5.3.1 beschriebenen 
Gewichtsverlust von ca. 12,9 % zu erklären.  
Eine weitere Möglichkeit wäre, dass neben den Bastadinen noch andere Verbindungen, die 
bisher nicht detektiert wurden, durch die MeOH-Behandlung aus dem Skelett entfernt 
werden.  
 
Abb. 5.25: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten I. basta Schwammskelette nach MeOH-
Behandlung  
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Tab. 5.9: Veränderungen der gefundenen Mengen an Aminosäuren im Skelett von I. basta nach der MeOH-
Behandlung im Vergleich zu den gefundenen Mengen vor der MeOH-Behandlung. Es wird ein 
durchschnittlicher experimenteller Fehler von ca. 13 % angenommen (Fehlerrechnung siehe Abschnitt 9.2.3). 
Eine Auswertung zum Methionin erfolgte aufgrund des geringen Gehaltes nicht. 
 1 ++++ sehr starke Abnahme (Restgehalt 0 % – 25 %); +++ starke Abnahme (Restgehalt 26 % – 50 %); ++ 
mittelstarke Abnahme (Restgehalt 51 % – 75 %); + schwache Abnahme (Restgehalt von mehr als 75 %); − keine 




1 Alanin - 
2 Glycin - 
3 -Aminobuttersäure (AABA) - 
4 Valin - 
5 Leucin - 
6a Serin (2 TBDMS) - 
7a Isoleucin (2 TBDMS) - 
7b Isoleucin (2 TBDMS) - 
8 Prolin - 
9 Oxoprolin - 
10a Hydroxyprolin (2 TBDMS) - 
11 Methionin  
6b Serin (3 TBDMS) - 
12a Threonin (3 TBDMS) - 
12b Threonin (3 TBDMS) - 
13 Phenylalanin - 
14 Asparaginsäure - 
10b Hydroxyprolin (3 TBDMS) - 
15 Glutaminsäure - 
16 Ornithin - 
17 Lysin - 
18 Arginin - 
19 Histidin - 
20 Tyrosin - 
21 Tryptophan - 
22 Hydroxylysin - 
23 3-Monochlortyrosin - 
24* Monobromtyrosin - 
25* Dichlortyrosin - 
26 3-Monoiodtyrosin - 
27* Monobrom-Monochlortyrosin - 
28 3,5-Dibromtyrosin - 
29* Monochlor-Monoiodtyrosin - 
30* Monobrom-Monoiodtyrosin - 
31 3,5-Diiodtyrosin - 
 
5.4 Analyse des MeOH-Extraktes der Aplysina cavernicola mittels GC-MS 
Der Schwerpunkt der Analyse des MeOH-Extraktes der A. cavernicola mittels GC-MS lag 
auf der Untersuchung der Aminosäurezusammensetzung.  
Im MeOH-Extrakt der A. cavernicola, der durch Hendrik Niemann aus dem AK Proksch an 
der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf hergestellt wurde, sind verschiedene nicht-
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halogenierte Aminosäuren (siehe Tab. 5.10) zu finden. So können Spuren von Alanin 
(Peak 1), Glycin (Peak 2), Valin (Peak 3), Leucin (Peak 4), Prolin (Peak 5), Serin (Peak 6) 
und Tyrosin (Peak 7) identifiziert werden (siehe Abb. 5.26). Interessanterweise ist Threonin, 
welches die größte relative Abnahme durch die MeOH-Behandlung erfahren hat, nicht im 
MeOH-Extrakt zu finden. Dies lässt darauf schließen, dass ein Teil der mit MeOH entfernten 
Aminosäuren in Form von kleineren Peptiden oder Proteinen, die durch die GC-MS nicht 
erfasst werden können, und nicht als freie Aminosäuren vorliegen.  
 
Abb. 5.26: Gaschromatogramm des MeOH-Extraktes der Schwammskelette von A. cavernicola  








 Unbekannte Fettsäure 
 Palmitinsäure 







Neben Spuren der Aminosäuren sind größere Peaks, deren Massenspektren mit Hilfe eines 
Datenbankabgleichs verschiedenen Fettsäuren zugeordnet werden können, im 
Gaschromatogramm zu erkennen (siehe ebenfalls Tab. 5.10). Der Datenbankabgleich erfolgte 
dabei sowohl mit der MassLib-Datenbank[262] als auch mit der webbasierten NIST-
Datenbank[263] (Massenspektren siehe Anhang, Tab. 9.18). Woher die Fettsäuren stammen 
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wurde nicht weiter untersucht. Es kann aufgrund der detektierten Mengen und der Tatsache, 
dass keine der Fettsäuren vor der MeOH-Behandlung in den Schwammskeletten gefunden 
werden konnte (siehe Abschnitt 5.2.6), jedoch vermutet werden, dass diese Verunreinigungen 
sind, die aus den für die MeOH-Behandlung verwendeten Lösungsmitteln stammen. 
Bei der im Chromatogramm auftretenden Verunreinigung, die zuweilen durch den N2-Strom 
in die GC-MS-Proben eingetragen wurde und auch im Blindwert auftrat, könnte es sich 
ebenfalls um eine Fettsäure handeln (siehe Anhang, Abb. 9.28). 
Zugleich konnte auch hier Aerothionin bzw. seine Derivate (Peak B) identifiziert werden. Da 
durch die HPLC-Messungen aus Düsseldorf bestätigt wurde, dass Aerothionin im MeOH-
Extrakt vorhanden ist[99], lässt sich vermuten, dass das vorliegende Fragment, welches wie 
zuvor bei tR,rel = 0,69 zu finden ist, auf Aerothionin zurückzuführen ist (Massenspektrum 
siehe Anhang, Abb. 9.29). Auch hier stimmen sowohl die Retentionszeit als auch das 
Fragmentierungsmuster mit dem Aerothionin-Standard überein. 
5.5 Einfluss der Ba(OH)2-Extraktion auf die Schwammskelette der 
Aplysina cavernicola bei täglichem Ba(OH)2-Wechsel  
Um den Aufbau der Schwammskelette von A. cavernicola weiter untersuchen zu können, 
wurden die mittels TE100 isolierten Skelette einer Ba(OH)2-Behandlung unterzogen. Hierbei 
wurde die Ba(OH)2-Lösung täglich gewechselt. Die so erhaltenen Ba(OH)2-Extrakte wurden 
mittels GC-MS hinsichtlich ihrer Aminosäurezusammensetzung untersucht. Zusätzlich 
wurden täglich Skelettproben entnommen, um sie sowohl morphologisch mittels REM als 
auch mittels ATR-FTIR zu charakterisieren. 
5.5.1 Morphologische Untersuchung der Schwammskelette nach täglichem Ba(OH)2-
Wechsel mittels REM 
Die REM-Aufnahmen nach jedem täglichem Wechsel zeigen (siehe Abb. 5.27), dass das 
Chitin in den Schwammskeletten durch die Ba(OH)2-Behandlung nach und nach freigelegt 
wird. So sind die Skelette nach einem Tag Ba(OH)2-Behandlung noch vollkommen intakt. 
Nach zwei Tagen Ba(OH)2-Behandlung wird die Struktur leicht instabil. Es sind die ersten 
Risse erkennbar. Nach drei Tagen treten vermehrt Risse auf. Weiterhin ist das Mark durch die 
Ba(OH)2-Behandlung entfernt worden. Erst am vierten Tag ist eine deutliche Veränderung der 
Skelettoberfläche festzustellen. Es sind erste faserige Elemente auf der Skelettoberfläche 
auszumachen.  















Abb. 5.27: REM-Aufnahmen der Skelette von A. cavernicola nach täglichem Wechsel der Ba(OH)2-Lösung 
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Am fünften Tag zeigt sich, dass der größte Teil des Spongins entfernt ist. Am sechsten Tag ist 
das Protein dann komplett entfernt. Es liegt nur noch das Schwammchitin vor. 
Interessanterweise zeigen die REM-Bilder insbesondere der Tage fünf und sechs, dass das 
Chitin den gleichen Aufbau wie die isolierten Schwammskelette besitzt. So ist schon im 
isolierten Chitin das verzweigte und aus mehreren Schichten bestehende Kanalsystem der 
Schwammskelette vorgebildet. Demnach ist, wie bereits unter 5.2.1 ausgeführt, davon 
auszugehen, dass Chitin als strukturgebendes Element im Skelett von A. cavernicola dient. 
5.5.2 Charakterisierung der Schwammskelette nach täglichem Ba(OH)2-Wechsel 
mittels ATR-FTIR 
Durch die Ba(OH)2-Behandlung findet eine kontinuierliche Änderung des ATR-FTIR-
Spektrums der Skelette vom Proteinspektrum zum Chitinspektrum statt (siehe Abb. 5.28). 
 
Abb. 5.28: ATR-FTIR-Spektren der Skelette von A. cavernicola nach täglichem Wechsel der Ba(OH)2-Lösung 
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So ist im oberen Wellenzahlenbereich erkennbar, dass die Amid-Bande B bei 3079 cm-1 
während der Ba(OH)2-Behandlung nach und nach verschwindet. Die Valenzschwingung der 
OH-Gruppen des Chitins bei 3439 cm-1 tritt dagegen immer stärker in Erscheinung. Des 
Weiteren kann eine Verschiebung von kleineren zu größeren Wellenzahlen für die Amid-I-, 
die Amid-II- und die Amid-III-Bande festgestellt werden. Im Wellenzahlenbereich von 1200 
bis 1000 cm-1 treten durch die Ba(OH)2-Behandlung außerdem typische Valenzschwingungen 
des Chitins immer stärker in den Vordergrund. So ist sowohl für die antisymmetrische 
Valenzschwingung C-O-C des Ringes bei 1155 cm-1 als auch für die C-O-
Valenzschwingungen bei 1111 cm-1, 1067 cm-1 sowie 1028 cm-1 eine stetige Zunahme 
während der Ba(OH)2-Behandlung zu verzeichnen. Durch die beständige Zunahme der 
typischen Chitin-Banden und die Abnahme der für Proteine charakteristischen Banden zeigt 
sich, dass das Chitin in den Schwammskeletten durch die Ba(OH)2-Behandlung nach und 
nach „freigelegt“ wird. Die ATR-FTIR-Spektren nach jedem Tag der Ba(OH)2-Behandlung 
bestätigen damit die morphologischen Befunde. 
5.5.3 Analyse der Aminosäurezusammensetzung der Schwammskelette nach täglichem 
Ba(OH)2-Wechsel mittels GC-MS 
Durch die Untersuchung der Ba(OH)2-Lösung nach jedem täglichen Wechsel mittels GC-MS 
sollte eine grobe Einschätzung der räumlichen Verteilung der Aminosäuren erhalten werden. 
Daneben wurden die Ba(OH)2-Extrakte nach einer kontinuierlichen Akkumulation der 
Aminosäuren in der Ba(OH)2-Lösung nach 1, 2, 3, 4, 5 und 6 Tagen untersucht. 
Die Untersuchung der Ba(OH)2-Lösung nach jedem täglichen Wechsel (siehe Abb. 5.29) 
weist darauf hin, dass es zu einem gleichmäßigen Abbau der Aminosäuren kommt. An jedem 
Tag sind alle zuvor schon identifizierten Aminosäuren (siehe Abschnitt 5.2.6) im Ba(OH)2-
Extrakt zu finden. So sind sowohl die nicht-halogenierten als auch die halogenierten 
Aminosäuren im Gaschromatogramm zu finden. Im ersten Teil des Gaschromatogramms bis 
tR,rel = 0,85 können demnach die proteinogenen Aminosäuren Alanin (Peak 1), Glycin (Peak 
2), Valin (Peak 4) (verdeckt durch Harnstoff (Peak A)), Leucin (Peak 5), Serin (Peaks 6a, 6b), 
Prolin (Peak 7), Methionin (Peak 10), Threonin (Peaks 11a, 11b), Phenylalanin (Peak 12), 
Asparaginsäure (Peak 13), Glutaminsäure (Peak 14), Lysin (Peak 16), Arginin (Peak 17), 
Histidin (Peak 18), Tyrosin (Peak 19) und Tryptophan (Peak 20) sowie die nicht-
proteinogenen Aminosäuren AABA (Peak 3), Oxoprolin (Peak 8), Hydroxyprolin (Peaks 9a, 
9b) und Ornithin (Peak 15) identifiziert werden. Im zweiten Teil des Gaschromatogramms, ab 
tR,rel = 0,85, können dagegen wieder die halogenierten Aminosäuren 3-Monochlortyrosin 
(Peak 21), Monobromhistidin (Peak 22*), Monobromtyrosin (Peak 23*), Dichlortyrosin (Peak 
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24*), 3-Monoiodtyrosin (Peak 25), Monobrom-Monochlortyrosin (Peak 26*), 3,5-
Dibromtyrosin (Peak 27), Monochlor-Monoiodtyrosin (Peak 28*), Monobrom-
Monoiodtyrosin (Peak 29*) und 3,5-Diiodtyrosin (Peak 30) ausgemacht werden. 
Interessanterweise können im Ba(OH)2-Extrakt jeden Tages außerdem schwache Hinweise 
auf das Fragment des Aerothionins gefunden werden.  
Daraus lässt sich ableiten, dass die Aminosäuren keiner spezifischen räumlichen Anordnung 
unterliegen, sondern gleichmäßig im Protein des Schwammskelettes verteilt sind. Die 
gefundenen Mengen an Aminosäuren nehmen jedoch am fünften und sechsten Tag deutlich 
ab, sodass einige, insbesondere halogenierte Aminosäuren wie 3,5-Diiodtyrosin (Peak 30), 
nur noch schlecht bzw. gar nicht mehr detektiert werden können. Dies korreliert mit den 
REM-Aufnahmen, die zeigen, dass der größte Teil des Proteins bereits am fünften Tag 
entfernt ist.  
 
Abb. 5.29: Gaschromatogramme der Skelette von A. cavernicola nach täglichem Wechsel der Ba(OH)2-Lösung 
Die Messungen der Ba(OH)2-Extrakte nach 1-, 2-, 3-, 4-, 5- und 6-tägiger Akkumulation der 
Aminosäuren in der Ba(OH)2-Lösung (Abb. 5.30) bestätigen die zuvor beschriebenen 
Ergebnisse. So ist deutlich zu sehen, dass die Menge aller Aminosäuren mit jedem Tag 
zunimmt. Nach 6 Tagen sind die Aminosäuren komplett extrahiert. Dabei fällt auf, dass die 
Zunahme relativ gleichmäßig erfolgt. Damit lässt sich die These bestätigen, dass die 
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Aminosäuren nicht spezifisch räumlich angeordnet vorliegen. Stattdessen sind sie 
gleichmäßig im Spongin und damit im Schwammskelett verteilt. 
 
Abb. 5.30: Gaschromatogramme der Skelette von A. cavernicola nach 1-, 2-, 3-, 4-, 5- und 6-tägiger 
Akkumulation der Aminosäuren in der Ba(OH)2-Lösung 



































-Wechsel nach 6 Tagen
Ba(OH)
2
-Wechsel nach 5 Tagen
Ba(OH)
2
-Wechsel nach 4 Tagen
Ba(OH)
2
-Wechsel nach 3 Tagen
Ba(OH)
2
-Wechsel nach 2 Tagen
Ba(OH)
2

































ERGEBNISSE UND DISKUSSION   
 
97 
5.6 Extraktion und Charakterisierung des an das Chitin-Gerüst 
assoziierten Proteins  
Alle Versuche und Untersuchungen zur Extraktion und Charakterisierung des assoziierten 
Spongins wurden an A. cavernicola durchgeführt. Dabei wurden zwei Vorgehensweisen 
getestet. Zum einen wurde versucht, das in den Skeletten vorhandene Spongin ohne 
Zerstörung zu isolieren und anschließend weiter zu untersuchen (Abschnitt 5.6.1). Zum 
anderen sollte eine Auflösung des Chitins getestet werden, um so die anderen 
Skelettbestandteile, insbesondere das Spongin, möglichst unverändert einer Analyse 
zugänglich zu machen (Abschnitte 5.6.2 sowie 5.6.3). Der Versuch zur Auflösung des Chitins 
mittels Phosphorsäure wurde zudem auch an den Skeletten von I. basta durchgeführt. Zur 
Überprüfung des Einflusses der genutzten Verfahren auf die Morphologie der 
Schwammskelette wurden diese nach der jeweiligen Behandlung mittels 
Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Außerdem wurden ATR-FTIR-Spektren 
aufgenommen. Die Ergebnisse sind dem Resultat der jeweiligen Extraktionsversuche 
entsprechend in Gruppen zusammengefasst. 
5.6.1 Extraktion des Spongins 
Versuche zur Extraktion des Spongins mittels Harnstoff, SDS, SDS/EDTA, CuSO4 und nach 
Swatschek 
Sowohl die Extraktionsversuche mit 9 M Harnstoff-Lösung, 10 %iger SDS-Lösung, einer 
Mischung aus SDS und EDTA als auch die Versuche mit einer 0,4 M CuSO4-Lösung und mit 
der Methode nach Swatschek erzielen das gleiche Resultat (siehe Abb. 5.31). Demnach sind 
in den REM-Aufnahmen in allen fünf Fällen intakte Skelette ohne morphologische 
Veränderungen zu erkennen. Alle Skelette weisen die typischen, aus mehreren konzentrischen 
Schichten aufgebauten Fasernetzwerke mit einer glatten Oberfläche auf. Das so gebildete 
Kanalsystem ist auch nach der jeweiligen Behandlung mit Mark gefüllt. Somit führt offenbar 
keine der Behandlungen zur beabsichtigten Extraktion des Spongins. 
Die ATR-FTIR-Spektren der jeweiligen Extraktionsversuche (siehe Anhang, Abb. 9.30) 
bestätigen dies. So zeigen diese das schon für die isolierten Schwammskelette nach TE100-
Behandlung beschriebene, unveränderte Spektrum, welches durch Proteinbanden dominiert 
wird. 
Damit ergeben sowohl die REM-Aufnahmen als auch die ATR-FTIR-Spektren, dass die 
gewählten Methoden zur Extraktion des Spongins ungeeignet sind. 














Abb. 5.31: REM-Aufnahmen der Skelette von A. cavernicola nach der jeweiligen Behandlung mit Harnstoff, 
SDS, SDS/EDTA, CuSO4 sowie nach der Behandlung mit der Swatschek-Methode 
Versuche zur Extraktion des Spongins nach Gross, Shindai und mittels 0,5 M Essigsäure 
Die Versuche zur Extraktion des Spongins mithilfe der Methode nach Gross, der Methode 
nach Shindai sowie mittels 0,5 M Essigsäure liefern ähnliche Ergebnisse. So zeigen die REM-
Aufnahmen auch hier intakte Skelette (Abb. 5.32). Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen 
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Versuchen wurde jedoch in diesen Fällen jeweils das Mark entfernt. Diese Methoden besitzen 









Abb. 5.32: REM-Aufnahmen der Skelette von A. cavernicola nach der jeweiligen Behandlung mit der Gross-
Methode, der Shindai-Methode sowie nach der Behandlung mit 0,5 M Essigsäure 
Diese Beobachtung kann wiederum durch die ATR-FTIR-Spektren der jeweiligen 
Extraktionsversuche verifiziert werden (siehe Anhang, Abb. 9.31). Die ATR-FTIR-Spektren 
zeigen wie schon bei den Versuchen zuvor keine Veränderungen im Vergleich zum ATR-
FTIR-Spektrum der isolierten Schwammskelette nach TE100-Behandlung.  
Somit haben diese drei Methoden zwar einen ähnlichen Effekt wie die MeOH-Behandlung 
auf die Schwammskelette. Die diskutierten Methoden reichen jedoch wiederum nicht aus, um 
das Spongin für weitere Untersuchungen zu isolieren.  
Versuch zur Extraktion des Spongins mittels Aceton 
Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Extraktionsversuchen weisen die 
Schwammskelette, die zur Extraktion des Spongins mit Aceton behandelt wurden, 
interessante morphologische Veränderungen auf (Abb. 5.33). So zeigen die REM-Aufnahmen 
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zwar das typische Fasernetzwerk der Schwammskelette. Die ausgebildeten Kanäle sind 
jedoch „zusammengedrückt“. Folglich wird die Stabilität der Schwammskelette durch die 
Aceton-Behandlung so verringert, dass die Kanäle kollabieren. Aceton greift die Hydrathülle 
der Proteine an und zerstört Wasserstoffbrückenbindungen. Es kommt zu einer Denaturierung 
der Proteine[264,265].  
Interessanterweise sind im ATR-FTIR-Spektrum der mit Aceton behandelten 
Schwammskelette aber trotz der veränderten Morphologie keine Unterschiede im Vergleich 
zum ATR-FTIR-Spektrum der isolierten Schwammskelette nach TE100-Behandlung 
erkennbar (siehe Anhang, Abb. 9.32).  
Es ist also vorstellbar, dass das Aceton zwar die Proteine denaturiert und somit die 
Skelettstruktur destabilisiert, aber das Spongin wegen seiner festen Bindung an das Chitin-
Gerüst nicht entfernt. 
Des Weiteren wird durch die Aceton-Behandlung das Mark zumindest teilweise aus den 
Schwammskeletten entfernt.  
    
Abb. 5.33: REM-Aufnahmen der Skelette der A. cavernicola nach Aceton-Behandlung 
Damit ist anzunehmen, dass die Aceton-Behandlung zwar einen nicht unerheblichen Einfluss 
auf die Stabilität der Schwammskelette hat, jedoch wie schon die anderen beschriebenen 
Methoden nicht zur Isolierung des Spongins verwendet werden kann. 
5.6.2 Auflösung des Chitins 
Versuche zur Auflösung des Chitins mittels CaCl2-gesättigtem MeOH und LiCl/DMAc 
Sowohl die Extraktionsversuche zur Auflösung des Chitins mit CaCl2-gesättigtem MeOH als 
auch mit LiCl/DMAc führen zum gleichen Ergebnis. In beiden Fällen sind in den REM-
Aufnahmen intakte Skelettstrukturen (Abb. 5.34), bei denen jedoch das Mark durch die 
jeweilige Behandlung zumindest teilweise entfernt worden ist, zu erkennen. Diese Methoden 
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haben demnach wie die unter Abschnitt 5.6.1 beschriebenen Methoden nur einen geringen 
Einfluss auf die Struktur der so behandelten Schwammskelette. 
Beim Vergleich der ATR-FTIR-Spektren der jeweiligen Extraktionsversuche mit dem ATR-
FTIR-Spektrum der isolierten Schwammskelette nach TE100-Behandlung (siehe Anhang, 
Abb. 9.33) wird außerdem deutlich, dass diese Extraktionsbehandlungen keine wesentlichen 
Veränderungen in den ATR-FTIR-Spektren hervorrufen. 
Das bedeutet, dass diese Methoden ungeeignet sind, um das Chitin abzutrennen und damit das 







Abb. 5.34: REM-Aufnahmen der Skelette der A. cavernicola nach der jeweiligen Behandlung mittels CaCl2-
gesättigtem MeOH sowie einer LiCl/DMAc-Mischung 
Versuch zur Auflösung des Chitins mittels konzentrierter Oktansäure  
Die Schwammskelette, die zur Auflösung des Chitins mit Oktansäure behandelt wurden, 
weisen ähnliche morphologische Veränderungen wie die mit Aceton behandelten 
Schwammskelette auf (Abb. 5.35). So sind auch in diesen REM-Aufnahmen die typischen, 
aus mehreren konzentrischen Schichten und kanalartig aufgebauten, jedoch in sich 
zusammengefallenen Fasernetzwerke zu sehen. Somit kann vermutet werden, dass auch die 
Oktansäure-Behandlung zu einer geringeren Stabilität der Schwammskelette führt und die 
Kanäle kollabieren. Gleichzeitig wird durch die Oktansäure-Behandlung auch das Mark aus 
den Schwammskeletten entfernt.  
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Abb. 5.35: REM-Aufnahmen der Skelette von A. cavernicola nach Oktansäure-Behandlung 
Das ATR-FTIR-Spektrum der mit Oktansäure behandelten Schwammskelette zeigt aber 
wiederum keine Veränderungen, sondern nur das für die Schwammskelette typische, Protein-
dominierte Spektrum (siehe Anhang, Abb. 9.34).  
Folglich ist davon auszugehen, dass die Oktansäure-Behandlung wie die Aceton-Behandlung 
zwar die Struktur der Schwammskelette destabilisiert, jedoch wie die zuvor beschriebenen 
Methoden nicht zu einer Entfernung des Chitins führt. 
5.6.3 Auflösung des Chitins mittels H3PO4 
Aplysina cavernicola 
Für einen ersten Versuch zur Auflösung des Chitins mittels H3PO4 wurden die Skelette von 
A. cavernicola für 24 h mit konzentrierter H3PO4 behandelt. Die Lichtmikroskopie-
Aufnahmen (Abb. 5.36) nach der H3PO4-Behandlung zeigen, dass die Morphologie der 
Skelette in ihrer Struktur erhalten geblieben ist. Es fällt jedoch auf, dass die Oberfläche der 
Skelette durch die H3PO4-Behandlung angegriffen zu sein scheint. 
    
Abb. 5.36: Lichtmikroskopie-Aufnahmen der Skelette von A. cavernicola nach 24-stündiger H3PO4-
Behandlung (Messbalken = 100 µm) 
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Die REM-Aufnahmen der für 24 h mit H3PO4 behandelten Schwammskelette bestätigen diese 
Beobachtung (siehe Abb. 5.37). So ist auf diesen Aufnahmen deutlich zu erkennen, dass die 
Struktur der Skelette brüchig wird, sodass die schon zuvor beschriebenen konzentrischen 
Schichten scheinbar „abblättern“.  
    
Abb. 5.37: REM-Aufnahmen der Skelette der A. cavernicola nach 24-stündiger H3PO4-Behandlung 
Das 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum dieser Probe (Abb. 5.38) zeigt, dass das in den 
Skeletten befindliche Chitin zumindest teilweise entfernt worden ist. So ist das C1-Signal des 
Chitins, welches im Vergleich zu den anderen Signalen des Chitins nicht durch Proteinsignale 
überlagert wird, deutlich intensitätsschwächer als in der Skelett-Probe vor der H3PO4-
Behandlung. Daneben zeigen auch die Protein-Signale im Bereich von 10 ppm bis 90 ppm 
deutliche Unterschiede. Dies könnte darauf hindeuten, dass auch das im Skelett befindliche 
Spongin durch die H3PO4-Behandlung angegriffen, also teilweise hydrolysiert, wird. 
 
Abb. 5.38: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Skelette der A. cavernicola nach 24-stündiger H3PO4-
Behandlung sowie der isolierten Schwammskelette nach TE100 als Vergleichsspektrum (fMAS = 16 kHz); * 
bezeichnet Rotationsseitenbänder 
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In den ATR-FTIR-Spektren dieser Probe (siehe Anhang, Abb. 9.35) treten allerdings wie 
schon bei den vorangegangenen Versuchen zur Extraktion des Spongins bzw. Chitins keine 
offensichtlichen Veränderungen im Vergleich zum ATR-FTIR-Spektrum der isolierten 
Schwammskelette nach TE100-Behandlung auf. Dies bestätigt, dass die 24-stündige H3PO4-
Behandlung nicht ausreicht, um das Chitin komplett zu entfernen. Da die Banden des Chitins 
sehr schwach sind, sind die Auswirkungen der H3PO4-Behandlung vermutlich zu gering, um 
im ATR-FTIR-Spektrum aussagekräftige Veränderungen hervorzurufen. 
Um das Chitin möglichst komplett zu entfernen und das verbleibende Protein damit 
womöglich für eine gelelektrophoretische Untersuchung zugänglich zu machen, wurden 
weitere Versuche mit gemörserten Skeletten, die wie unter 3.7.3 beschrieben bei 
unterschiedlichen Temperaturen und über verschiedene Zeiten behandelt worden sind, 
durchgeführt.  
 
Abb. 5.39: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Skelette von A. cavernicola nach H3PO4-Behandlung mit 
unterschiedlichen Zeit- und Temperaturparametern (fMAS = 11 kHz) sowie der isolierten Schwammskelette nach 
TE100 als Vergleichsspektrum (fMAS = 16 kHz); * bezeichnet Rotationsseitenbänder 
Die 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren (Abb. 5.39) dieser Versuche machen deutlich, dass das 
Chitin durch jede Variante der H3PO4-Behandlung entfernt worden ist. So ist in allen drei 
Fällen das C1-Signal des Chitins nicht mehr nachweisbar. Darüber hinaus zeigen alle Protein-
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Signale deutliche Veränderungen im Vergleich zum 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum der 
A. cavernicola Skelette nach TE100-Behandlung (Abb. 5.39), die, wie bereits erwähnt, 
höchstwahrscheinlich darauf hindeuten, dass durch die H3PO4-Behandlung das im Skelett 
befindliche Protein nach und nach abgebaut wird. 
Die ATR-FTIR-Spektren weisen geringfügige, aber nachweisbare Veränderungen auf 
(Ausschnitt siehe Abb. 5.40, gesamtes Spektrum siehe Anhang, Abb. 9.36). So sind die 
charakteristischen Banden bei 1375 cm-1, 1201 cm-1, 1113 cm-1 sowie bei 1030 cm-1, die auf 
die Anwesenheit von Chitin hindeuten, nach der H3PO4-Behandlung nicht mehr vorhanden. 
Außerdem verschwindet die im Spektrum der isolierten Skelette sichtbare Schulter an der 
Amid-II-Bande bei 1517 cm-1. Damit bestätigen die ATR-FTIR-Spektren die Ergebnisse der 
13C {1H} CP MAS NMR-Messungen.  
 
Abb. 5.40: Ausschnitt aus den ATR-FTIR-Spektren der Skelette der A. cavernicola nach H3PO4-Behandlung 
mit unterschiedlichen Zeit- und Temperaturparametern sowie der isolierten Schwammskelette nach TE100 und 
nach NaOH (zur besseren Darstellung gestaucht) als Vergleichsspektren  
Für die Proteinextraktion wurde wie unter 3.7.3 beschrieben eine Shindai-Extraktion 
angeschlossen. Diese sollte das im Skelett befindliche Spongin bzw. dessen Proteinfraktionen 
für eine gelelektrophoretische Untersuchung mittels SDS-PAGE zugänglich machen. Das Gel 
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unspezifische und diffuse Bande, einen sogenannten „Schmier“[266,267]. Dies deutet auf einen 
Abbau des in der Shindai-Lösung befindlichen Proteins hin. 
 
Abb. 5.41: SDS-PAGE-Gel zur Proteinanalyse nach H3PO4-Behandlung mit verschiedenen Parametern sowie 
anschließender 4-tägiger Shindai-Behandlung der Schwammskelette der A. cavernicola 
Die GC-MS-Messungen bestätigen, dass nicht nur das Chitin durch die H3PO4-Behandlung 
aufgelöst, sondern auch das im Skelett vorhandene Protein angegriffen wird.  
 
Abb. 5.42: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten und anschließend für 10 Tage bei RT mit 
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Tab. 5.11: Veränderungen der gefundenen Mengen an Aminosäuren im Skelett von A. cavernicola nach den 
H3PO4-Behandlungen im Vergleich zu den gefundenen Mengen vor der H3PO4-Behandlung. Es wird ein 
durchschnittlicher experimenteller Fehler von ca. 19 % angenommen (Fehlerrechnung siehe Abschnitt 9.2.3). 
Aufgrund einer Überlagerung erfolgte die Auswertung zum Valin über die zu Valin gehörenden Ionenspuren. 
Eine Auswertung zum Methionin erfolgte aufgrund des geringen Gehaltes nicht. 
 1 ++++ sehr starke Abnahme (Restgehalt 0 % – 25 %); +++ starke Abnahme (Restgehalt 26 % – 50 %); ++ 
mittelstarke Abnahme (Restgehalt 51 % – 75 %); + schwache Abnahme (Restgehalt von mehr als 75 %); − keine 
Abnahme (Restgehalt 100 % ± 19 %). 
Peak TBDMS-Derivate 
Rel. Abnahme1  
(nach 10 Tagen 
bei RT) 
Rel. Abnahme1  
(nach 7 Tagen 
bei 30 °C) 
Rel. Abnahme1  
(nach 3 Tagen 
bei 37 °C) 
1 Alanin - - ++ 
2 Glycin ++ ++ ++ 
3 α- Aminobuttersäure (AABA) +++ ++ ++ 
4 Valin + - ++ 
5 Leucin +++ ++ +++ 
6a Serin (2 TBDMS) - - - 
7 Prolin ++ ++ ++ 
8 Oxoprolin + - - 
9a Hydroxyprolin (2 TBDMS) - - + 
10 Methionin    
6b Serin (3 TBDMS) ++ ++ ++ 
11a Threonin (3 TBDMS) +++ - - 
11b Threonin (3 TBDMS) +++ - + 
12 Phenylalanin +++ ++ +++ 
13 Asparaginsäure ++ ++ - 
9b Hydroxyprolin (3 TBDMS) ++ - - 
14 Glutaminsäure ++ - - 
15 Ornithin ++ ++ ++ 
16 Lysin ++ - ++ 
17 Arginin - - - 
18 Histidin - - - 
19 Tyrosin ++ ++ ++ 
20 Tryptophan ++ ++ ++ 
21 3-Monochlortyrosin ++ ++ ++ 
22* Monobromhistidin - - - 
23* Monobromtyrosin ++ ++ ++ 
24* Dichlortyrosin ++ +++ ++ 
25 3-Monoiodtyrosin ++ ++ ++ 
26* Monobrom-Monochlortyrosin ++ ++ ++ 
27 3,5-Dibromtyrosin ++ ++ ++ 
28* Monochlor-Monoiodtyrosin ++ + + 
29* Monobrom-Monoiodtyrosin ++ ++ ++ 
30 3,5-Diiodtyrosin - - - 
 
So ist im Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der für 10 Tage bei RT (Abb. 5.42) mit 
H3PO4 behandelten A. cavernicola Skelette erkennbar, dass die relative Intensität der Peaks 
fast aller Aminosäuren (siehe Tab. 5.11) im Vergleich zum Gaschromatogramm des Ba(OH)2-
Extraktes der mittels TE100 isolierten A. cavernicola Skelette gleichmäßig abgenommen hat 
(Bezugs-Gaschromatogramm siehe Anhang, Abb. 9.39). Dies ist in den 
Gaschromatogrammen der Ba(OH)2-Extrakte der für 7 Tage bei 30 °C und der für 3 Tage bei 
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37 °C mit H3PO4 behandelten A. cavernicola Skelette (siehe Anhang, Abb. 9.37 und Abb. 
9.38) ebenfalls der Fall (siehe Tab. 5.11). Die Beobachtung, dass einige Aminosäuren keine 
Abnahme verzeichnen, kann auf den experimentellen Fehler, der sowohl für das 
Gaschromatogramm nach der H3PO4-Behandlung als auch für das Bezugs-
Gaschromatogramm gilt, zurückgeführt werden. Die Unterschiede in der Stärke der Abnahme 
einiger Aminosäuren beruht auf der willkürlichen Festlegung der einzelnen Grenzen.  
Insgesamt kann damit die aus den Ergebnissen des täglichen Ba(OH)2-Wechsels (siehe 
Abschnitt 5.5.3) abgeleitete Vermutung, dass die im Skelett von A. cavernicola befindlichen 
Aminosäuren keiner spezifischen räumlichen Verteilung im Protein des Schwammskelettes 
unterliegen, bestätigt werden. 
Nichtsdestotrotz sind alle schon zuvor identifizierten Aminosäuren (siehe Abschnitt 5.2.6) im 
Ba(OH)2-Extrakt zu finden. Der Peak des Fragmentes des Aerothionins dagegen, der durch 
die MeOH-Behandlung nicht entfernt werden konnte, ist nach der H3PO4-Behandlung nicht 
mehr detektierbar. Die Abnahme der nachgewiesenen Mengen an Aminosäuren ebenso wie 
die Abwesenheit des Aerothion-Peaks unterstützen die These, dass das im Skelett befindliche 
Spongin durch die H3PO4-Behandlung zumindest teilweise hydrolysiert wird. 
Ianthella basta 
Aufgrund der ersten Ergebnisse der Untersuchungen an den Skeletten von A. cavernicola 
nach 24-stündiger H3PO4-Behandlung wurden die Versuche zur kompletten Extraktion des 
Chitins mittels H3PO4 ebenfalls an den Skeletten von I. basta durchgeführt. 
Dazu sollte in ersten Versuchen bei RT mit unterschiedlichen Zeitintervallen (7 Tage, 
14 Tage, 21 Tage) herausgefunden werden, welche Zeit für das Entfernen des Chitins benötigt 
wird. Die Entfernung des Chitins sollte dabei anhand von NMR-Messungen gezeigt werden. 
Die 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren (siehe Anhang, Abb. 9.40) weisen allerdings nicht wie 
erwartet ein Verschwinden des C1-Signals der Kohlenhydrate auf, wohl aber eine 
Verbreiterung. Auflösungsversuche zeigten hingegen, dass das Chitin wie bei der 
A. cavernicola nach 10 Tagen komplett entfernt ist. Folglich ist anzunehmen, dass im Fall der 
Schwammskelette von I. basta das C1-Signal des Chitins von C1-Signalen anderer 
Kohlenhydrate überlagert wird. Dafür könnten möglicherweise die nicht näher bestimmten 
weiteren Saccharide (siehe Abschnitt 5.2.2), welche eventuell durch die H3PO4-Behandlung 
nicht entfernt werden, verantwortlich sein.  
Neben den NMR-Untersuchungen wurden die Proben mittels SDS-PAGE analysiert. Das Gel 
(Abb. 5.43) zeigt „verschmierte“, unspezifische Banden für jeden Versuch. Auffällig ist, dass 
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die Intensität dieser Schmierbanden mit steigender Zeit der H3PO4-Behandlung zunimmt. 
Dies lässt wie schon das anfangs gezeigte 13C {1H} CP MAS NMR-Spektrum (siehe Abb. 
5.38) von A. cavernicola darauf schließen, dass nach und nach auch das im Skelett 
befindliche Spongin durch die H3PO4-Behandlung angegriffen und unspezifisch in kleinere 
Proteinfragmente bzw. Aminosäuren gespalten wird. Interessant ist dabei außerdem, dass bei 
längerer Einwirkungszeit der H3PO4-Behandlung augenscheinlich auch größere 
Proteinfragmente für die gelelektrophoretische Untersuchung zugänglich gemacht werden. 
 
Abb. 5.43: SDS-PAGE-Gel zur Proteinanalyse nach 7-, 14- und 21-tägiger H3PO4-Behandlung bei RT sowie 
anschließender 4-tägiger Shindai-Behandlung der Schwammskelette der I. basta 
Daran anschließend erfolgte die Untersuchung der gemörserten Skelette, die wie unter 3.7.3 
beschrieben mit unterschiedlichen Temperaturen und Zeitintervallen behandelt worden sind. 
Die Auflösungsversuche hatten gezeigt, dass auch für I. basta 10 Tage bei RT ausreichen, um 
das Chitin komplett aus den Skeletten zu entfernen. Somit konnten die gleichen Bedingungen 
wie bei A. cavernicola (10 Tage bei RT, 7 Tage bei 30 °C, 3 Tage bei 37 °C) für die 
verschiedenen H3PO4-Behandlungen gewählt werden.  
Aufgrund der Überlagerung des C1-Signals in den zuvor beschriebenen 13C {1H} CP MAS 
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bei der Untersuchung der mit verschiedenen Temperatur- und Zeitparametern behandelten 
Proben auf NMR-Messungen verzichtet.  
Die ATR-FTIR-Spektren der I. basta (Ausschnitt siehe Abb. 5.44, gesamtes Spektrum siehe 
Anhang, Abb. 9.41) zeigen wie schon die der A. cavernicola Veränderungen, die auf das 
Entfernen des Chitins hindeuten. So sind im Bereich von 1430 bis 1000 cm-1 nach der H3PO4-
Behandlung die Banden bei 1412 cm-1, 1375 cm-1, 1155 cm-1, 1115 cm-1, 1067 cm-1 sowie 
1014 cm-1 nicht mehr vorhanden. Außerdem verschwindet auch hier die Schulter an der 
Amid-II-Bande bei 1518 cm-1. Da bereits in den ATR-FTIR-Spektren der A. cavernicola 
Skelette, die weit weniger Chitin als die Skelette von I. basta aufweisen, Unterschiede 
erkennbar sind, waren diese Veränderungen zu erwarten. Dass die Unterschiede in den ATR-
FTIR-Spektren der Skelette von I. basta ausgeprägter ausfallen als in denen der Skelette von 
A. cavernicola, ist dabei auf den höheren Chitin-Anteil zurückzuführen. 
 
Abb. 5.44: Ausschnitt aus den ATR-FTIR-Spektren der Skelette der I. basta nach H3PO4-Behandlung mit 
unterschiedlichen Zeit- und Temperaturparametern sowie der isolierten Schwammskelette nach H2O und nach 
NaOH (zur besseren Darstellung gestaucht) als Vergleichsspektren  
Ferner erfolgte auch hier der Versuch zur Proteinextraktion mittels Shindai-Extraktion. Das 
Gel (Abb. 5.45) zeigt allerdings ebenfalls keine diskreten Proteinbanden, sondern nur jeweils 
einen unspezifischen „Schmier“, der auf die Zerlegung des in der Shindai-Lösung 
befindlichen Proteins hindeutet. 
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Abb. 5.45: SDS-PAGE-Gel zur Proteinanalyse nach H3PO4-Behandlung mit verschiedenen Parametern sowie 
anschließender 4-tägiger Shindai-Behandlung der Schwammskelette der I. basta 
Die GC-MS-Messungen zeigen wie die GC-MS-Untersuchungen an den A. cavernicola 
Skeletten, dass das im Skelett befindliche Spongin durch die H3PO4-Behandlung abgebaut 
wird. Allerdings zeigen die GC-MS-Messungen erhebliche Unterschiede in den relativen 
Abnahmen der Aminosäuren (siehe Tab. 5.12). 
 
Abb. 5.46: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten und anschließend für 10 Tage bei RT mit 
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Tab. 5.12: Veränderungen der gefundenen Mengen an Aminosäuren im Skelett von I. basta nach den H3PO4-
Behandlungen im Vergleich zu den gefundenen Mengen vor der H3PO4-Behandlung. Es wird ein 
durchschnittlicher experimenteller Fehler von ca. 13 % angenommen (Fehlerrechnung siehe Abschnitt 9.2.3). 
Eine Auswertung zum Methionin erfolgte aufgrund des geringen Gehaltes nicht. Aufgrund einer Überlagerung 
erfolgte die Auswertung zum ersten Peak von Threonin über die zu Threonin gehörenden Ionenspuren. 
 1 ++++ sehr starke Abnahme (Restgehalt 0 % – 25 %); +++ starke Abnahme (Restgehalt 26 % – 50 %); ++ 
mittelstarke Abnahme (Restgehalt 51 % – 75 %); + schwache Abnahme (Restgehalt von mehr als 75 %); − keine 
Abnahme (Restgehalt 100 % ± 13 %). 
Peak TBDMS-Derivate 
Rel. Abnahme1  
(nach 10 Tagen 
bei RT) 
Rel. Abnahme1  
(nach 7 Tagen 
bei 30 °C) 
Rel. Abnahme1  
(nach 3 Tagen 
bei 37 °C) 
1 Alanin ++ - - 
2 Glycin ++ + + 
3 -Aminobuttersäure (AABA) +++ ++ ++ 
4 Valin ++ - - 
5 Leucin ++ ++ + 
6a Serin (2 TBDMS) - - - 
7a Isoleucin (2 TBDMS) ++++ +++ +++ 
7b Isoleucin (2 TBDMS) ++++ +++ +++ 
8 Prolin ++ - - 
9 Oxoprolin ++ - + 
10a Hydroxyprolin (2 TBDMS) +++ ++++ ++ 
11 Methionin    
6b Serin (3 TBDMS) +++ +++ ++ 
12a Threonin (3 TBDMS) - +++ - 
12b Threonin (3 TBDMS) +++ - +++ 
13 Phenylalanin +++ ++++ +++ 
14 Asparaginsäure + - - 
10b Hydroxyprolin (3 TBDMS) ++ +++ - 
15 Glutaminsäure + - - 
16 Ornithin ++ ++ - 
17 Lysin - - - 
18 Arginin + + - 
19 Histidin - - - 
20 Tyrosin + - - 
21 Tryptophan - - - 
22 Hydroxylysin ++ +++ + 
23 3-Monochlortyrosin - - - 
24* Monobromtyrosin - - - 
25* Dichlortyrosin - - - 
26 3-Monoiodtyrosin - - - 
27* Monobrom-Monochlortyrosin - - - 
28 3,5-Dibromtyrosin - - - 
29* Monochlor-Monoiodtyrosin - - - 
30* Monobrom-Monoiodtyrosin - - - 
31 3,5-Diiodtyrosin - - - 
 
So ist im Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der für 10 Tage bei RT (Abb. 5.46) 
sowie in den Gaschromatogrammen der Ba(OH)2-Extrakte der für 7 Tage bei 30 °C und der 
für 3 Tage bei 37 °C mit H3PO4 behandelten Skelette von I. basta (siehe Anhang, Abb. 9.42 
und Abb. 9.43) zwar ebenfalls erkennbar, dass die relative Intensität der nicht-halogenierten 
Aminosäuren im Vergleich zum Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der mittels H2O 
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isolierten Skelette (Bezugs-Gaschromatogramm siehe Anhang, Abb. 9.44) teilweise stark 
abgenommen hat. Die halogenierten Aminosäuren verzeichnen jedoch keine relative 
Abnahme. Dies könnte darauf hindeuten, dass die im Skelett von I. basta befindlichen 
Aminosäuren im Gegensatz zu denen in den Skeletten der A. cavernicola spezifisch verteilt 
sind. Die halogenierten Aminosäuren wären demnach eher im inneren Bereich der 
Schwammskelette zu finden, die nicht-halogenierten Aminosäuren dagegen eher im äußeren 
Bereich. Um diese Annahme zu bestätigen, wären allerdings weitere Untersuchungen wie ein 
täglicher Wechsel der Ba(OH)2-Lösung und eine anschließende Analyse mittels GC-MS 
nötig. 
Trotzdem sind auch hier alle schon zuvor identifizierten Aminosäuren (siehe Abschnitt 5.2.6) 
im Ba(OH)2-Extrakt zu finden.  
Für beide Schwammspezies zeigt sich, dass die H3PO4-Behandlung zwar in der Lage ist, das 
Chitin aufzulösen und zu entfernen. Die Behandlung greift jedoch gleichzeitig das Spongin 
stark an, sodass dieses teilweise hydrolysiert wird und für eine Proteinanalytik nicht 
zugänglich ist. Ob die Hydrolyse des Spongins durch Arbeiten mit verdünnter H3PO4 
umgangen werden kann, müsste weiter geprüft werden. Eine weitere Möglichkeit, um das 
Spongin eventuell in Lösung zu bringen, wäre das Arbeiten mit Enzymen. Allerdings sind die 
Erfolgschancen dafür aufgrund der bereits aus der Literatur bekannten negativen Ergebnisse 
(siehe Abschnitt 2.4.1) eher als gering einzuschätzen.  
5.7 Ableitung eines Modells zum Aufbau des Chitin-Protein-Komplexes in 
den Skeletten der Aplysina cavernicola  
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse des Einflusses der Ba(OH)2-Extraktion auf die 
Schwammskelette der A. cavernicola bei täglichem Ba(OH)2-Wechsel (siehe Abschnitt 5.5) 
als auch der Ergebnisse der Auflösung des Chitins mittels H3PO4 (siehe Abschnitt 5.6.3) kann 
ein Modell zum Aufbau des Chitin-Protein-Komplexes in den Skeletten von A. cavernicola 
entwickelt werden. 
So machen die REM-Aufnahmen des täglichen Ba(OH)2-Wechsels (siehe Abschnitt 5.5.1, 
Abb. 5.27) deutlich, dass durch die Ba(OH)2-Behandlung nach und nach dünne, 
mehrschichtige und kanalartig aufgebaute Chitin-Fasern, die größere Abstände zwischen den 
einzelnen Chitin-Schichten aufweisen, freigelegt werden. 
Die REM-Aufnahmen der für 24 h mit H3PO4 behandelten Skelette von A. cavernicola (siehe 
Abschnitt 5.6.3, Abb. 5.37) zeigen dagegen die schon bekannten dickeren konzentrischen 
Schichten, die jedoch nicht mehr fest miteinander verbunden und augenscheinlich durch die 
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H3PO4-Behandlung angegriffen sind. Dies deutet darauf hin, dass sich das Chitin zwischen 
den einzelnen, vermutlich aus Spongin bestehenden Schichten befindet. Die Zerstörungen an 
den Schichten selbst können mit der Hydrolyse des Spongins, die sowohl aus den NMR-
Daten (siehe Abschnitt 5.6.3, Abb. 5.39) als auch aus den GC-MS-Daten (siehe Abschnitt 
5.6.3, Abb. 5.42) ersichtlich ist, erklärt werden. Des Weiteren zeigen auch REM-Aufnahmen 
von A. cavernicola Skeletten, die wesentlich längere Zeit und bei unterschiedlichen 
Temperaturen mit H3PO4 behandelt worden sind, dass zwar die Proteinschichten durch die 
Behandlung abgebaut werden. Trotzdem ist der schichtartige Aufbau der Skelette weiterhin 
gut erkennbar (siehe Abb. 5.47).  
nach TE100- und 
H3PO4-Behandlung 
für 24 Tage bei RT 
  
nach TE100- und 
H3PO4-Behandlung 
für 21 Tage bei 30 °C 
  
nach TE100- und 
H3PO4-Behandlung 
für 7 Tage bei 37 °C 
  
Abb. 5.47: Weitere REM-Aufnahmen der A. cavernicola Skelette nach H3PO4-Behandlung mit 
unterschiedlichen Zeit- und Temperaturparametern zur vollständigen Entfernung des Chitins 
Aus den GC-MS-Daten nach täglichem Ba(OH)2-Wechsel (siehe Abschnitt 5.5.3) geht 
außerdem hervor, dass die Aminosäuren höchstwahrscheinlich keine spezifische räumliche 
Anordnung aufweisen, sondern gleichmäßig im Schwammskelett verteilt sind. Dies kann auch 
durch die GC-MS-Analysen an den H3PO4-Versuchen (siehe Abschnitt 5.6.3) bestätigt 
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werden. So lässt auch die gleichmäßige Abnahme der relativen Intensitäten fast aller 
Aminosäuren sowohl nach der 10-tägigen H3PO4-Behandlung bei RT, nach der 7-tägigen 
H3PO4-Behandlung bei 30 °C als auch nach der 3-tägigen H3PO4-Behandlung bei 37 °C 
darauf schließen, dass die einzelnen Proteinschichten gleichmäßig aufgebaut sind.  
Somit kann folgendes Modell eines sandwichartig aufgebauten Chitin-Protein-Komplexes 
(Abb. 5.48) abgeleitet werden: Das Chitin bildet dünne Schichten aus, die von dickeren, 
gleichmäßig aufgebauten Proteinschichten sandwichartig umgeben sind. Eine Aufgabe dieser 
dünnen Chitinschichten könnte möglicherweise eine Art „Klebefunktion“ sein, um die 
einzelnen konzentrisch angeordneten Proteinschichten, aus denen das kanalartig aufgebaute 
Schwammskelett besteht, miteinander zu verbinden und so die gesamte Struktur zu 
stabilisieren. Darüber hinaus wäre durch die geringe Dicke der Chitinschichten eine gewisse 
Flexibilität gegeben[268]. Durch die Möglichkeit des Verschiebens der Proteinschichten 
gegeneinander wäre die gesamte Struktur der Schwammskelette damit flexibel gestaltet. Ob 
dieses Modell zutreffend ist, müsste jedoch in weiteren Untersuchungen, beispielsweise 
mittels IR-Imaging, geklärt werden. 
 
 
Abb. 5.48: Vermuteter Aufbau der A. cavernicola Skelette 
Chitin
Protein




Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der aus einem Chitin-Protein-Komplex 
bestehenden Schwammskelette der marinen Schwämme Aplysina cavernicola und Ianthella 
basta. Aufgrund ihrer morphologischen Unterschiede wurde für jede Schwammart eine eigene 
Methode zur Isolierung der Schwammskelette entwickelt. Anschließend konnten die isolierten 
Schwammskelette mit verschiedenen, zur Verfügung stehenden Methoden charakterisiert 
werden. So ist auf den REM-Aufnahmen zu erkennen, dass die Schwammskelette beider 
Spezies aus einem aus mehreren Schichten bestehenden Kanalsystem aufgebaut sind. Das 
Innere des Kanalsystems ist mit einem porösen Material, dem Mark, gefüllt. Sowohl die 
13C {1H} CP MAS NMR-Spektren als auch die ATR-FTIR-Spektren zeigen deutlich, dass die 
Skelette neben Chitin aus einem großen Anteil an Protein, dem Spongin, bestehen. Um die 
Aminosäurezusammensetzung dieses Proteins bestimmen zu können, wurde eine 
Extraktionsmethode mit Ba(OH)2 als Extraktionsmittel sowie eine Analysenmethode mittels 
GC-MS entwickelt und optimiert. Diese Untersuchungen zeigen, dass neben typischen 
proteinogenen auch halogenierte Aminosäuren im Skelett vorhanden sind. Dabei wurde 
nachgewiesen, dass nicht nur bromierte Tyrosine, sondern auch chlorierte und iodierte 
Tyrosine zu finden sind. Die Aminosäurezusammensetzungen beider Schwammspezies 
unterscheiden sich. So sind im Schwammskelett der I. basta im Gegensatz zum 
Schwammskelett der A. cavernicola sowohl Spuren von Hydroxylysin, welches auf den 
kollagenartigen Charakter des Spongins hindeutet, als auch kleinere Mengen an Isoleucin 
vorhanden. Außerdem unterscheiden sich die Aminosäurezusammensetzungen beider 
Schwammspezies im Hinblick auf die bestimmten Mengen einiger Aminosäuren. Die 
gefundenen Unterschiede lassen den Schluss zu, dass das in den Skeletten der Schwämme der 
Ordnung Verongida vorkommende Spongin keine einheitliche Zusammensetzung aufweist. 
Es ist also zu vermuten, dass es sich bei Spongin - ähnlich wie bei Kollagen[258,259] - um eine 
Gruppe an verschiedenen Proteinen handeln könnte. Darüber hinaus konnten im 
Schwammskelett der A. cavernicola Hinweise auf Aerothionin bzw. seine Derivate gefunden 
werden. Dies unterstützt die Beobachtung, dass bromierte Tyrosin-Derivate auch ein 
Bestandteil der Schwammskelette sind.  
Daran anschließend wurde der Effekt der aus der Literatur bekannten Methanol-Behandlung 
zur Extraktion von bioaktiven Naturstoffen näher untersucht. Interessanterweise hatte diese 
Behandlung nur sehr geringe Auswirkungen auf die Schwammskelette. So wurde zwar in 
beiden Fällen das Mark entfernt. In den 13C {1H} CP MAS NMR- und ATR-FTIR-Spektren 
konnten jedoch keine ausgeprägten Veränderungen festgestellt werden. Die GC-MS-
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Messungen zeigten, dass zumindest bei A. cavernicola selektiv der Anteil einiger 
Aminosäuren verringert wird. Bei I. basta war dies nicht der Fall. Interessanterweise 
verzeichneten im Fall von A. cavernicola die proteinogenen Aminosäuren die größten 
relativen Abnahmen. Aus diesem Grund wurde der Methanol-Extrakt dieses Schwammes 
ebenfalls mittels GC-MS untersucht. Dabei fiel auf, dass nicht alle Aminosäuren, die durch 
die Methanol-Behandlung eine Abnahme erfahren hatten, auch im Methanol-Extrakt vertreten 
waren. Daher ist davon auszugehen, dass neben freien Aminosäuren auch kleinere Peptide 
bzw. Proteine, die nicht fest an das Skelett gebunden sind, im Skelett vertreten sind. Zugleich 
konnte auch im Methanol-Extrakt Aerothionin bzw. seine Derivate identifiziert werden. Dies 
konnte durch HPLC-Messungen von Hendrik Niemann aus dem AK Proksch an der Heinrich-
Heine-Universität Düsseldorf bestätigt werden[99]. 
Um den Aufbau der Schwammskelette von A. cavernicola weiter untersuchen zu können, 
wurden die isolierten Skelette einer Ba(OH)2-Behandlung, bei der ein täglicher Wechsel der 
Ba(OH)2-Lösung stattfand, unterzogen. Die so erhaltenen Ba(OH)2-Extrakte wurden mittels 
GC-MS hinsichtlich ihrer Aminosäurezusammensetzung untersucht. Zusätzlich wurden 
täglich Skelettproben zur morphologischen Analyse mittels REM und zur Charakterisierung 
mittels ATR-FTIR genommen. Die morphologischen Untersuchungen ergaben, dass das 
verzweigte und aus mehreren Schichten bestehende Kanalsystem der Schwammskelette aus 
Chitin gewissermaßen vorgebildet ist. Demnach ist davon auszugehen, dass Chitin als 
strukturgebendes bzw. strukturerhaltendes Element im Skelett dient. In den ATR-FTIR-
Spektren ist deutlich zu erkennen, dass durch die Ba(OH)2-Behandlung eine kontinuierliche 
Veränderung des Spektrums der Skelette vom Protein-dominierten Spektrum zum Spektrum 
des Chitins stattfindet. Die Ba(OH)2-Behandlung entfernt folglich nach und nach das Protein 
aus dem Skelett. Die GC-MS-Messungen an diesen Proben zeigen außerdem, dass es zu 
einem gleichmäßigen Abbau der Aminosäuren kommt. Daraus lässt sich ableiten, dass die 
Aminosäuren keiner spezifischen räumlichen Anordnung unterliegen, sondern gleichmäßig im 
Protein des Schwammskelettes verteilt sind. 
Für die Versuche zur Extraktion der weiteren, an das Chitin-Gerüst gebundenen 
Verbindungen, insbesondere des Spongins, wurden zwei unterschiedliche Ansätze gewählt. 
Zum einen wurden typische Proteinextraktionsmethoden getestet, um das Protein direkt aus 
dem Skelett zu isolieren. Zum anderen wurde versucht, das Chitin ohne Zerstörung der 
weiteren Substanzen zu isolieren. Dabei zeigte sich, dass eine Auflösung des Chitins mittels 
H3PO4 möglich ist. Zusammen mit den REM-Aufnahmen nach täglichem Ba(OH)2-Wechsel 
kann vermutet werden, dass der in den Schwammskeletten vorliegende Chitin-Protein-
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Komplex sandwichartig aufgebaut ist. Chitin bildet dabei dünne Schichten aus, die von 
dickeren Proteinschichten sandwichartig umgeben sind. Eine Funktion der dünnen 
Chitinschichten könnte eine Art „Klebefunktion“ sein, um die einzelnen konzentrisch 
angeordneten Proteinschichten miteinander zu verbinden und so die gesamte Struktur zu 
stabilisieren. Darüber hinaus ist durch die geringe Dicke der Chitinschichten eine gewisse 
Flexibilität zwischen den Schichten gegeben. Durch die Möglichkeit des Verschiebens der 
Proteinschichten gegeneinander ist die gesamte Struktur der Schwammskelette damit flexibel 
gestaltet. 
Sowohl die 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren als auch die GC-MS-Daten und die 
gelelektrophoretische Untersuchung machen jedoch deutlich, dass nicht nur das Chitin 
aufgelöst, sondern auch das Protein durch die H3PO4-Behandlung angegriffen und 
hydrolysiert wird. Somit ist diese Methode zwar zur Extraktion des Chitins, nicht jedoch für 
die weitere Untersuchung des Spongins geeignet. 
 




Im Ergebnis der vorliegenden Promotionsarbeit wurde gezeigt, dass die Skelette von 
Schwämmen, welche zur selben Ordnung, jedoch nicht zur gleichen Familie gehören, 
bezüglich ihrer Morphologie und chemischen Zusammensetzung viele Ähnlichkeiten 
aufweisen. Aber es gibt auch interessante Unterschiede, beispielsweise in der 
Aminosäurezusammensetzung des Spongins. Aufgrund der gefundenen Unterschiede und der 
daraus abgeleiteten These, dass es sich bei Spongin wie bei Kollagen eher um eine Gruppe 
individuell verschiedener Proteine und nicht um ein einziges ubiquitär vorkommendes Protein 
handelt, wäre eine weitere semantische Untersuchung der Spongine innerhalb einer Familie 
höchst interessant. 
Daneben sind für das Verständnis des strukturellen Aufbaus des Chitin-Protein-Komplexes 
weitere Untersuchungen vonnöten. In der vorliegenden Arbeit konnte zwar gezeigt werden, 
dass das Chitin an das Spongin mit großer Wahrscheinlichkeit kovalent gebunden ist. Die 
genaue Natur dieser Bindung konnte jedoch nicht aufgeklärt werden. Eine Möglichkeit wäre 
die Untersuchung mittels enzymatischem Abbau. So könnten zum einen definierte 
Proteinfragmente erzeugt werden, die Erkenntnisse über die Proteinstruktur des Spongins aus 
den Schwammskeletten liefern würden. Außerdem wäre es mit einem spezifisch schneidenden 
Enzym möglich, die kovalente Bindung zwischen Spongin und Chitin weiter zu untersuchen. 
Die Schwierigkeit bei diesen Untersuchungen besteht jedoch darin, ein bzw. mehrere 
geeignete Enzyme zu finden, die nicht wie beispielsweise Chitinase[32] oder Kollagenase[25] 
durch die im Skelett befindlichen Bromtyrosine gehemmt werden. Ferner könnten 
Untersuchungen mittels IR-Imaging herangezogen werden, um den Aufbau des Chitin-
Protein-Komplexes weiter zu untersuchen und möglicherweise das in dieser Arbeit 
vorgeschlagene Modell des sadwichartigen Aufbaus zu bestätigen. 
Eine weitere Möglichkeit wäre die weitere Optimierung der H3PO4-Behandlung, um das 
Chitin zwar zu entfernen, jedoch die Hydrolyse des Spongins zu verhindern bzw. zu 
minimieren. Dazu könnte die Konzentration der verwendeten H3PO4 verringert und die in 
dieser Arbeit beschriebenen Experimente wiederholt werden. Die Chancen auf einen Erfolg 
sind allerdings schwer einzuschätzen. Eine weitere Möglichkeit wäre, das Schwammskelett 
wie in den Vorversuchen nur für 12 h oder 24 h mit H3PO4 zu behandeln. So wäre zwar nur 
ein Teil des Chitins gelöst, doch wie insbesondere die REM-Bilder zeigen, bleibt die Struktur 
des Skelettes gut erhalten. Möglicherweise könnten so zumindest Fragmente des Spongins 
mittels SDS-PAGE identifiziert werden. 
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Darüber hinaus wäre eventuell auch eine Kombination aus der H3PO4-Behandlung zur 
Entfernung des Chitins und einer anschließenden Aceton- bzw. Oktansäure-Behandlung 
erfolgversprechend. 
Um den genauen Aufbau des Skelettes besser zu verstehen, wäre ebenfalls eine Aufklärung 
der weiteren im Schwammskelett befindlichen Saccharide wichtig. Darüber hinaus wäre auch 
die Art der Bindung des in A. cavernicola gefundenen Aerothions bzw. dessen Derivates für 
das Verständnis des strukturellen Aufbaus der Schwammskelette von Bedeutung. 
Für ein besseres Verständnis des Aufbaus des Chitin-Protein-Komplexes in den I. basta 
Skeletten wäre außerdem eine zu den A. cavernicola Skeletten analoge Untersuchung von 
Proben eines täglichen Ba(OH)2-Wechsels zur Abschätzung der räumlichen Verteilung der im 
Schwammskelett befindlichen Aminosäuren sinnvoll. 
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9.1 Charakterisierung der isolierten Schwammskelette 
9.1.1 Morphologische Untersuchung der isolierten Schwammskelette 
 
Abb. 9.1: EDX-Spektrum der isolierten Skelette der Aplysina cavernicola 
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9.1.2 Allgemeine Charakterisierung der Schwammskelette 
Für die Berechnung des Skelett-Anteils im Schwamm sowie des Chitin-Anteils im 
Schwammskelett wurde aus drei bzw. fünf Messungen der Mittelwert und die 

















         (9.1) 
Anschließend konnte unter Berücksichtigung des t-Wertes (Wahrscheinlichkeit: 0,05; 
Freiheitsgrade: 2 bzw. 4; über TINV-Funktion in Excel ermittelt) die Messunsicherheit Δx 
berechnet werden: 





           (9.2) 
 













s t x 
403,1 8,2 2,0     
559,9 23,3 4,2     
815,5 20,5 2,5 3,1 1,0 2,8 1,3 
277,7 6,8 2,5     
704,0 29,95 4,2     
 












s t x 
20,5 1,7 8,3     
6,8 0,5 7,4 8 0,6 4,3 1,4 
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s t x 
85,8 46,8 54,6     
80,0 43,9 54,9 50,1 8,1 4,3 20,0 
18,4 7,5 40,8     
 












s t x 
29,4 5,2 17,7     
33,1 5,5 16,6 17,1 0,6 4,3 1,4 
32,6 5,5 16,9     
 
 
Darüber hinaus wurden für die Bestimmung der Saccharidkonzentration in den 
Schwammskeletten UV/Vis-Spektren aufgenommen. 
 
Abb. 9.3: UV/Vis-Spektren der Referenzlösungen sowie der Schwammskelette der A. cavernicola zur 
Bestimmung der Saccharidkonzentration nach der Resorcin-Methode 




Abb. 9.4: UV/Vis-Spektren der Referenzlösungen sowie der Schwammskelette der I. basta zur Bestimmung 
der Saccharidkonzentration nach der Resorcin-Methode 
Sowohl für die Bestimmung des Calcium- als auch des Schwefel-Gehaltes mittels ICP-OES 
wurden je zwei Messungen vorgenommen und die Ergebnisse gemittelt. Für die Bestimmung 
des Silizium-Gehaltes wurde dagegen nur eine Messung mit drei verschiedenen Wellenlängen 
an einer Probe durchgeführt. Da die ermittelten Werte für den Silizium-Gehalt unter der 
Bestimmungsgrenze von 1,7 mg/g Skelett liegen, wurde in der vorliegenden Arbeit nur 
angegeben, dass die Werte unter dieser liegen. 
Tab. 9.5: Mittels ICP-OES bestimmte Werte für den Calcium-Gehalt (Wellenlänge: 317,933 nm) in 








A. cavernicola 4,24 2,74 3,49 
I. basta 13,93 17,04 15,49 
 
Tab. 9.6: Mittels ICP-OES bestimmte Werte für den Silizium-Gehalt in A. cavernicola und I. basta 
 
1. Messung 
(Wellenlänge 251,611 nm) 
[mg/g Skelett] 
2. Messung 
(Wellenlänge 212,412 nm) 
[mg/g Skelett] 
3. Messung 
(Wellenlänge 288,158 nm) 
 [mg/g Skelett] 
A. cavernicola 0,001 0,035 0,025 
I. basta 0,095 0,104 0,103 
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Tab. 9.7: Mittels ICP-OES bestimmte Werte für den Schwefel-Gehalt (Wellenlänge: 180,669 nm) in 








A. cavernicola 11,76 11,89 11,83 
I. basta 15,63 13,80 14,72 
 
9.1.3 Bestimmung des Brom-Gehaltes der Schwammskelette mittels Potentiometrie 
Die Auswertung des mittels Potentiometrie ermittelten Brom-Gehaltes erfolgte nach der 
Kolthoff/Hahn-Methode[269]. Dabei wird das Volumen der Titrationslösung am 
Äquivalenzpunkt VEP aus der größten Spannungsdifferenz (ΔUmax), der Spannungsdifferenz 
vor (ΔUvor) und nach (ΔUnach) der größten Spannungsdifferenz, dem Volumen V' vor ΔUmax 
und dem Volumeninkrement ΔV nach folgender Formel (9.3) berechnet: 














'      (9.3) 
Nach Ermittlung von VEP konnte die Menge an Brom berechnet werden. Dazu wurde aus dem 
eingesetzten Volumen VAgNO3  und der Konzentration der verwendeten AgNO3-Lösung cAgNO3  
die eingesetzte Stoffmenge ermittelt und mit der Stoffmenge des Broms n'
Br-
 gleichgesetzt: 
     mmolVcnn AgNOAgNOAgNOBr 333 *'        (9.4) 
Da jeweils nur 2 ml von den 10 ml Absorptionslösung entnommen und gemessen wurden, 
wurde anschließend die Stoffmenge für die 10 ml n
Br-
 berechnet: 
     mmolnn
BrBr
5*'           (9.5) 
Danach wurde die Masse an Brom m
Br-
 bestimmt: 
     mgMnm
BrBrBr 
 *         (9.6) 
Im letzten Schritt konnte dann die ermittelte Menge an Brom auf die eingesetzte Masse m'
Br-
 
an Schwammskelett bezogen werden: 

















'        (9.7) 
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s t x 
gesamter 
Schwamm 
57,4 59,6 58,3 64,9 60,1 3,4 3,2 5,4 
Skelett  
vor MeOH 
41,2 39,3 39,2 - 39,9 1,1 4,3 2,7 
Skelett  
nach MeOH 
35,6 36,5 34,6 - 35,6 1,0 4,3 2,4 
 












s t x 
gesamter 
Schwamm 
76,6 64,0 78,1 70,8 72,4 6,4 3,2 10,2 
Skelett  
vor MeOH 
49,2 50,8 52,3 - 50,8 1,5 4,3 3,8 
Skelett  
nach MeOH 
46,9 41,2 45,2 45,2 44,5 2,4 3,2 3,9 
 
 
9.1.4 Charakterisierung der isolierten Schwammskelette mittels ATR-FTIR 
Tab. 9.10: Zuordnung der IR-Banden in den ATR-FTIR-Spektren der Schwammskelette der A. cavernicola 
nach TE100 und I. basta nach H2O[211,213,215,254] 
- Valenzschwingung;- Deformationsschwingung- out-of-plane-Deformationsschwingung 
A. cavernicola 
  [cm-1] 
I. basta 
  [cm-1] 
Zuordnung* 
3287 3278 Amid A 
3079 3085 (Schulter) Amid B 
2956 2954 as (CH3)
2931 2929 as (CH2) 
2874 2876 s (CH3) 
2852 2853 (Schulter) s (CH2) 
1638 1637 Amid I 
1517 1525 Amid II 
1446 1446  (CHx) / s (COO-) 
1380 1375  (CHx) / s (COO-) 
1317   (NH) 
 1289  (NH) 
1235 1233 Amid III 
1203 (Schulter) 1201 (Schulter)  
1159 1154  (C-O) /  (C-N) 
1110 1111  (C-O) /  (C-N) 
1071 1067  (C-O) /  (C-N) /  (CAryl-Hal) 
1036 1036  (C-O) /  (C-N) /  (CAryl-Hal) 
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Tab. 9.11: Zuordnung der IR-Banden in den ATR-FTIR-Spektren der Chitin-Fasern der Schwammskelette 
A. cavernicola und I. basta nach NaOH sowie des -Chitins als Standard[128,211,254,270] 
- Valenzschwingung;- Deformationsschwingung- out-of-plane-Deformationsschwingung 
A. cavernicola  
  [cm-1] 
I. basta  
  [cm-1] 
-Chitin (Standard) 
  [cm-1] 
Zuordnung* 
3439 3436 3432  (OH) 
3408 3410 3389  (OH) 
3283 3281 3262  (NH) 
3096 3114 3105  (NH) 
2951 2955 2959 as (CH3)
2930 2923 2926 as (CH2) 
2877  2876 s (CH3) 
  2856 (Schulter) s (CH2) 
1653 1653 1654 Amid I
 1631 1622 Amid I 
1549 1553 1554 Amid II 
1430 1430 1430  (CHx) 
  1416  (CHx)
1374 1375 1377  (CHx) 
1306 1306 1310 Amid III 
1263 1262 1261  (NH) 
1203 1203 1205 
1154 1155 1155  (C-O-C) /  (C-N) 
1109 1110 1114  (C-O) /  (C-N) 
1064 1067 1070  (C-O) /  (C-N) 
1027 1028 1026  (C-O) /  (C-N) 
950 951 953 (CHx)
899 898 897 (CHx)
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9.1.5 Analyse der isolierten Schwammskelette mittels GC-MS 
Tab. 9.12: Übersicht über die TBDMS-Derivate der vermessenen Aminosäurestandards: Die Retentionszeiten 
sind auf den zweiten Peak des internen Standards 5-Monobromtryptophan normiert 
Die mit * gekennzeichneten AS liefern aufgrund unvollständiger Derivatisierung zwei Peaks. Die mit # 
gekennzeichneten AS liefern Peaks für zwei unterschiedliche AS, hervorgerufen durch die Behandlung (Arginin) 
bzw. als Verunreinigung durch unvollständige Bromierung (Br2-Tyrosin) 
Aminosäure TBDMS-Derivat tR,rel 
Alanin Ala (2 TBDMS) 0,246 
Arginin# 
Orn (3 TBDMS) 0,640 
Arg (3 TBDMS) 0,733 
Asparagin Asn (3 TBDMS) 0,731 
Asparaginsäure Asp (3 TBDMS) 0,582 
Cystein Cys (3 TBDMS) 0,604 
Glutamin Gln (3 TBDMS) 0,704 
Glutaminsäure Glu (3 TBDMS) 0,638 
Glycin Gly (2 TBDMS) 0,260 
Histidin His (3 TBDMS) 0,775 
Isoleucin Ile (2 TBDMS) 0,355 
Leucin Leu (2 TBDMS) 0,338 
Lysin Lys (3 TBDMS) 0,686 
Methionin Met (2 TBDMS) 0,486 
Phenylalanin Phe (2 TBDMS) 0,547 
Prolin Pro (2 TBDMS) 0,375 
Serin* 
Ser (2 TBDMS) 0,340 
Ser (3 TBDMS) 0,499 
Threonin Thr (3 TBDMS) 0,512 
Tryptophan Trp (2 TBDMS) 0,809 
Tyrosin Tyr (3 TBDMS) 0,797 
Valin Val (2 TBDMS) 0,315 
-Aminobuttersäure AABA (2 TBDMS) 0,286 
-Aminobuttersäure GABA (2 TBDMS) 0,372 
Hydroxylysin Hyl(4 TBDMS) 0,817 
Hydroxyprolin* 
Hyp (2 TBDMS) 0,477 
Hyp (3 TBDMS) 0,595 
Methylalanin CH3-Ala (2 TBDMS) 0,278 
Ornithin Orn (3 TBDMS) 0,640 
Oxoprolin (L-Pyroglutaminsäure) Oxo-Pro (2 TBDMS) 0,447 
Br-Tryptophan* 
Br-Trp (2 TBDMS) 0,937 
Br-Trp (3 TBDMS) 1,000 
Br2-Tyrosin# 
Br-Tyr (3 TBDMS) 0,887 
Br2-Tyr (3 TBDMS) 0,975 
Cl-Tyrosin Cl-Tyr (3 TBDMS) 0,857 
I2-Tyrosin I2-Tyr (3 TBDMS) 1,056 
I-Tyrosin* 
I-Tyr (2 TBDMS) 0,834 
I-Tyr (3 TBDMS) 0,927 
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Tab. 9.13: Massenspektren der Aminosäurestandards 
TBDMS-Derivat Massenspektrum 
Ala (2 TBDMS) 






(R =TBDMS)  
 
Arg (3 TBDMS) 








(R =TBDMS)  
 
Asn (3 TBDMS) 







(R =TBDMS)  
 






































































Asp (3 TBDMS) 
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Gly (2 TBDMS) 





(R =TBDMS)  
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Hyp (3 TBDMS) 









CH3-Ala (2 TBDMS) 







(R =TBDMS)  
 



















































































Orn (3 TBDMS) 






(R =TBDMS)  
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(das mit # gekennzeichnete Ion 
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Abb. 9.5: Gaschromatogramm des Arginin-Standards nach Ba(OH)2-Behandlung 
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Tab. 9.14: Massenspektren der in A. cavernicola gefundenen halogenierten Aminosäuren  
TBDMS-Derivat Massenspektrum 
Peak 22*:  
Monobromhistidin 
(3 TBDMS) 











Peak 23*:  
Monobromtyrosin 
 (3 TBDMS) 









Peak 24*:  
Dichlortyrosin 
 (3 TBDMS) 








































































































Peak 26*:  
Monochlor-Monoiodtyrosin  
 (3 TBDMS) 










Peak 27*:  
Monobrom-Monoiodtyrosin 
 (3 TBDMS) 































































































Abb. 9.6: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes aus der Mischung der Standards Tyrosin, 
3-Monoiodtyrosin, 3,5-Diiodtyrosin und 3,5-Dibromtyrosin 
 
 
Abb. 9.7: Gaschromatogramm des Aerothionin-Standards 
 


















































































































































































Abb. 9.8: EI-Massenspektrum des TBDMS-Derivates des Aerothionin-Standards (Peak B in Abb. 5.11; 




Abb. 9.9: Gaschromatogramm des Isofistularin-3-Standards  
 
 

















































Abb. 9.10: EI-Massenspektrum des TBDMS-Derivates des Isofistularin-3-Standards (Peak B in Abb. 5.11)  
 
Tab. 9.15: Massenspektren der in A. cavernicola gefundenen unbekannten Verbindungen (Ionen, die mit # 
gekennzeichnet sind, stammen von einer Überlagerung) 
TBDMS-Derivat Massenspektrum 
Peak a:  
unbekannte Verbindung ohne 
Halogene 
(3 TBDMS) 




Peak b:  
unbekannte Verbindung mit 
1 Chlor 
 (3 TBDMS) 




































































Peak c:  
unbekannte Verbindung mit 
1 Brom 
 (3 TBDMS) 




Peak d:  
unbekannte Verbindung mit 
2 Chlor  
(3 TBDMS) 




Peak e:  
unbekannte Verbindung mit 
1 Chlor und 1 Brom 
 (3 TBDMS) 
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Peak f:  
unbekannte Verbindung mit 
2 Brom 
 (3 TBDMS) 





















































Fragment m/z = 364
Fragment m/z = 359
 
Abb. 9.11: Struktur der mit MTBSTFA derivatisierten Dipeptide Tyrosyl-Glycin und Glycyl-Tyrosin sowie 
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9.1.6 Strukturaufklärung der unbekannten Verbindungen im Schwammskelett der 





Abb. 9.12: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin









2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
0,844
239,0 239,5 240,0 240,5 241,0 241,5 242,0 242,5m/z
239,1029
240,1056
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Abb. 9.13: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des monochlorierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm monochloriertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin



















[C H N O Cl +H]11 13 2 4
+
Massenspektrum monochloriertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin
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Abb. 9.14: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des monobromierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm monobromiertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin









2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
2,172
2,581


























Produktionenspektrum monobromiertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin,  = 2,599 mintR
m/z













Abb. 9.15: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des monoiodierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm monoiodiertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin













365,0 365,5 366,0 366,5 367,0 367,5 368,0m/z
364,9996
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Abb. 9.16: Chromatogramm sowie Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 











2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
3,070
3,229
Ionenspur  = 307,0m/z
307,0254












306,0 306,5 307,0 307,5 308,0 308,5 309,0 309,5m/z







Abb. 9.17: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des dibromierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm dibromiertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin









2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
3,296
3,409
394,0 395,0 396,0 397,0 398,0 399,0 400,0m/z
396,9219
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Abb. 9.18: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des diiodierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm diiodiertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin









2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
3,572
3,669
490,5 491,0 491,5 492,0 492,5 493,0 493,5m/z
490,8959
































220 240 320 400 460







Abb. 9.19: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des monobromierten, monochlorierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm monobromiertes, monochloriertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin









2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
3,326
351,0 351,5 352,0 353,0 353,5 354,0 355,0m/z
350,9746
[C H N O BrCl +H]11 12 2 4
+





































Abb. 9.20: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des monochlorierten, monoiodierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin; 
* Produktionenspektrum aus einem Lauf auf einer XB-C18-Säule 
  









2,0 4,03,0 5,0 6,0 7,0 8,01,0
3,366
3,482
Ionenspur  = 401,0m/z
401,0 401,5 402,0 402,5 403,0 403,5 404,0m/z
400,9578
[C H N O ICl +H]11 12 2 4
+



































Abb. 9.21: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des monobromierten, monoiodierten Dipeptids Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm monobromiertes, monoiodiertes Tyrosyl-Glycin/Glycyl-Tyrosin
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Abb. 9.22: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
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Abb. 9.23: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des Dipeptids Tyrosyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm Tyrosyl-Tyrosin
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Abb. 9.24: Chromatogramm, Massenspektrum (zur Bestimmung der Molmasse und des Isotopenmusters) 
sowie Produktionenspektrum des Dipeptids Tyrosyl-Ornithin/Ornithyl-Tyrosin 
  
Chromatogramm Tyrosyl-Ornithin/Ornithyl-Tyrosin
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9.2 Effekt der MeOH-Behandlung auf die isolierten Schwammskelette 
9.2.1 Morphologische Untersuchung der isolierten Schwammskelette 
 
Abb. 9.25: EDX-Spektrum der Skelette der Aplysina cavernicola nach der MeOH-Behandlung 
 
 
Abb. 9.26: EDX-Spektrum der Skelette der Ianthella basta nach der MeOH-Behandlung 
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9.2.2 Analyse der isolierten Schwammskelette mittels GC-MS 
 
Abb. 9.27: EI-Massenspektrum des TBDMS-Derivates des Aerothionins im A. cavernicola Skelett nach 
MeOH-Behandlung (Peak B) 
 
9.2.3 Fehlerrechnung zur ermittelten relativen Abnahme der AS 
Für die Abschätzung der relativen Abnahme nach der MeOH-Behandlung der einzelnen 
Aminosäuren wurde ein durchschnittlicher Fehler berechnet (siehe Tabelle Tab. 9.16 und Tab. 
9.17). Dazu wurden jeweils 1 mg einer Probe des betreffenden Schwammskelettes vor 
MeOH-Behandlung drei- (A. cavernicola) bzw. viermal (I. basta) eingewogen, derivatisiert 
und vermessen. Anschließend wurden für jede Messung die Peakhöhen von 32 Peaks bei 
A. cavernicola und von 31 Peaks bei I. basta (je einschließlich der Peaks des internen 
Standards) ausgewertet. Diese wurden über die Gesamtintensität des internen Standards 
normiert. Nach Berechnung des Mittelwertes der normierten Intensitäten für jeden einzelnen 
Peak wurde die Standardabweichung s nach der Formel (9.1) (siehe Abschnitt 9.1.2) mit Hilfe 
der STABW-Funktion in Excel bestimmt. 
Daraus abgeleitet konnte nunmehr unter Berücksichtigung des t-Wertes (Wahrscheinlichkeit: 
0,05; Freiheitsgrade: 2 bzw. 3; über TINV-Funktion in Excel ermittelt) die Messunsicherheit 
x nach der Formel (9.2) (siehe Abschnitt 9.1.2) berechnet werden. 
Daraus wurde dann der relative Fehler für jeden einzelnen Peak nach der Formel (9.8) 
errechnet: 





         (9.8) 
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Der in Kapitel 5.3.5 angegebene relative Fehler wurde abschließend als Mittelwert über alle 
ermittelten relativen Fehler der einzelnen Peaks errechnet. 
 
Tab. 9.16: Fehlerrechnung aus drei GC-MS-Messungen einer Probe der isolierten A. cavernicola 
Schwammskelette vor MeOH-Behandlung 
 
1. Messung 2. Messung 3. Messung  
MW 
norm. I 












Ala 2,23E+07 1,58 2,39E+07 1,69 1,71E+07 1,69 1,65 0,07 4,30 0,17 10,09 
Gly 6,46E+07 4,57 6,13E+07 4,35 5,27E+07 5,20 4,71 0,44 4,30 1,09 23,25 
Val 2,69E+05 0,02 3,10E+05 0,02 1,97E+05 0,02 0,02 0,00 4,30 0,00 19,77 
Urea 2,93E+07 2,08 2,63E+07 1,86 2,14E+07 2,11 2,02 0,13 4,30 0,33 16,59 
Leu 2,58E+06 0,18 2,78E+06 0,20 1,84E+06 0,18 0,19 0,01 4,30 0,02 11,28 
Ser 
(3TBDMS) 
3,38E+07 2,40 3,22E+07 2,29 2,64E+07 2,60 2,43 0,16 4,30 0,40 16,42 
Pro 2,80E+07 1,98 2,89E+07 2,05 2,20E+07 2,17 2,07 0,10 4,30 0,24 11,71 
Hyp  
(2TBDMS) 
2,08E+07 1,47 2,05E+07 1,45 1,57E+07 1,54 1,49 0,05 4,30 0,12 8,15 
Ser 
(3TBDMS) 
4,44E+07 3,14 4,19E+07 2,97 3,64E+07 3,60 3,24 0,32 4,30 0,80 24,75 
Thr 1. Peak 
(3TBDMS) 
3,30E+06 0,23 3,09E+06 0,22 2,14E+06 0,21 0,22 0,01 4,30 0,03 12,63 
Thr 2. Peak  
(3TBDMS) 
1,07E+06 0,08 1,01E+06 0,07 6,80E+05 0,07 0,07 0,00 4,30 0,01 14,89 
Phe 2,18E+06 0,15 2,10E+06 0,15 1,38E+06 0,14 0,15 0,01 4,30 0,02 15,77 
Asp 3,75E+06 0,27 3,93E+06 0,28 2,59E+06 0,26 0,27 0,01 4,30 0,03 10,73 
Hyp  
(3TBDMS) 
4,41E+06 0,31 5,12E+06 0,36 3,76E+06 0,37 0,35 0,03 4,30 0,08 22,60 
Glu 6,42E+06 0,45 6,66E+06 0,47 4,90E+06 0,48 0,47 0,01 4,30 0,04 7,83 
Orn 2,29E+07 1,62 2,81E+07 1,99 2,28E+07 2,25 1,95 0,32 4,30 0,79 40,23 
Lys 7,43E+06 0,53 8,48E+06 0,60 5,67E+06 0,56 0,56 0,04 4,30 0,09 16,67 
His 2,79E+06 0,20 3,62E+06 0,26 2,81E+06 0,28 0,24 0,04 4,30 0,10 42,23 
Tyr 1,95E+07 1,38 1,97E+07 1,40 1,35E+07 1,33 1,37 0,04 4,30 0,09 6,76 
Trp 1,21E+06 0,09 1,28E+06 0,09 8,55E+05 0,08 0,09 0,00 4,30 0,01 9,39 
Cl-Tyr 3,48E+06 0,25 3,76E+06 0,27 2,54E+06 0,25 0,25 0,01 4,30 0,03 10,15 
Br-His 3,54E+05 0,03 5,61E+05 0,04 3,23E+05 0,03 0,03 0,01 4,30 0,02 56,88 
Br-Tyr 4,71E+06 0,33 5,11E+06 0,36 3,22E+06 0,32 0,34 0,02 4,30 0,06 16,54 
Cl2-Tyr 1,60E+07 1,14 1,06E+07 0,75 7,42E+06 0,73 0,87 0,23 4,30 0,57 65,04 
I-Tyr 1,75E+06 0,12 1,78E+06 0,13 1,16E+06 0,11 0,12 0,01 4,30 0,02 13,12 
BrCl-Tyr 1,80E+07 1,27 1,76E+07 1,25 1,15E+07 1,13 1,22 0,07 4,30 0,19 15,29 
Br2-Tyr 1,46E+07 1,03 1,56E+07 1,11 1,07E+07 1,06 1,07 0,04 4,30 0,10 9,15 
ICl-Tyr 2,12E+06 0,15 2,04E+06 0,14 1,46E+06 0,14 0,15 0,00 4,30 0,01 5,54 
Ibr-Tyr 2,07E+06 0,15 2,26E+06 0,16 1,39E+06 0,14 0,15 0,01 4,30 0,03 19,01 
I2-Tyr 2,35E+05 0,02 2,90E+05 0,02 1,60E+05 0,02 0,02 0,00 4,30 0,01 35,46 
int. St. 
1. Peak 
9,70E+06 0,69 9,70E+06 0,69 7,11E+06 0,70 0,69 0,01 4,30 0,02 2,96 
int. St. 
2. Peak 
4,43E+06 0,31 4,40E+06 0,31 3,03E+06 0,30 0,31 0,01 4,30 0,02 6,66 
int. St.  
gesamt 
1,41E+07 1,00 1,41E+07 1,00 1,01E+07 1,00 1,00 0,00 4,30 0,00 0,00 
     
Mittelwert über alle relativen Fehler 18,67 
 
  
ANHANG   
 
178 
Tab. 9.17: Fehlerrechnung aus vier GC-MS-Messungen einer Probe der isolierten I. basta Schwammskelette 
vor MeOH-Behandlung 
 
1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung 
MW 
norm. I 



















Ala 5,27E+07 1,28 6,32E+07 1,35 5,75E+07 1,16 5,35E+07 1,04 1,21 0,14 3,18 0,21 17,83 
Gly 8,97E+07 2,17 9,46E+07 2,02 9,52E+07 1,93 9,51E+07 1,84 1,99 0,14 3,18 0,22 11,14 
AABA 1,84E+06 0,04 2,27E+06 0,05 2,15E+06 0,04 2,09E+06 0,04 0,04 0,00 3,18 0,01 11,70 
Val 1,62E+07 0,39 2,15E+07 0,46 1,84E+07 0,37 1,84E+07 0,36 0,40 0,04 3,18 0,07 17,85 
Leu 6,18E+07 1,49 7,06E+07 1,51 6,50E+07 1,32 6,52E+07 1,26 1,40 0,12 3,18 0,20 14,02 
Ile 
1. Peak 
2,85E+06 0,07 3,42E+06 0,07 3,15E+06 0,06 3,20E+06 0,06 0,07 0,00 3,18 0,01 11,86 
Ile 
2. Peak 
2,21E+06 0,05 2,74E+06 0,06 2,44E+06 0,05 2,44E+06 0,05 0,05 0,00 3,18 0,01 14,71 
Pro 6,45E+07 1,56 7,03E+07 1,50 6,75E+07 1,37 6,84E+07 1,33 1,44 0,11 3,18 0,18 12,21 
Hyp 
(2TBDMS) 
3,29E+07 0,80 3,75E+07 0,80 3,51E+07 0,71 3,73E+07 0,72 0,76 0,05 3,18 0,07 9,86 
Ser 
(3TBDMS) 
1,27E+07 0,31 1,56E+07 0,33 1,17E+07 0,24 1,51E+07 0,29 0,29 0,04 3,18 0,06 21,90 
Thr 1. Peak 
(3TBDMS) 
2,83E+06 0,07 2,93E+06 0,06 2,82E+06 0,06 2,94E+06 0,06 0,06 0,01 3,18 0,01 14,28 
Thr 2. Peak  
(3TBDMS) 
1,46E+06 0,04 1,77E+06 0,04 1,48E+06 0,03 1,80E+06 0,03 0,03 0,00 3,18 0,01 14,99 
Phe 1,72E+07 0,42 1,94E+07 0,41 1,76E+07 0,36 1,95E+07 0,38 0,39 0,03 3,18 0,05 11,67 
Asp 6,66E+07 1,61 7,29E+07 1,55 6,92E+07 1,40 7,38E+07 1,43 1,50 0,10 3,18 0,16 10,60 
Hyp 
(3TBDMS) 
1,67E+07 0,40 2,13E+07 0,45 1,86E+07 0,38 2,47E+07 0,48 0,43 0,05 3,18 0,07 17,15 
Glu 6,20E+07 1,50 6,75E+07 1,44 6,27E+07 1,27 6,82E+07 1,32 1,38 0,11 3,18 0,17 12,14 
Orn 7,20E+07 1,74 8,00E+07 1,70 6,73E+07 1,36 8,12E+07 1,57 1,60 0,17 3,18 0,27 17,02 
Lys 1,68E+07 0,41 1,89E+07 0,40 1,71E+07 0,35 1,92E+07 0,37 0,38 0,03 3,18 0,04 11,76 
Arg 6,96E+05 0,02 7,50E+05 0,02 6,80E+05 0,01 8,20E+05 0,02 0,02 0,00 3,18 0,00 13,24 
Tyr 4,31E+07 1,04 4,76E+07 1,01 4,15E+07 0,84 4,83E+07 0,94 0,96 0,09 3,18 0,14 14,90 
Hyl 7,35E+06 0,18 9,00E+06 0,19 7,32E+06 0,15 9,27E+06 0,18 0,17 0,02 3,18 0,03 16,81 
Cl-Tyr 1,46E+06 0,04 1,69E+06 0,04 1,52E+06 0,03 1,81E+06 0,04 0,03 0,00 3,18 0,00 10,71 
Br-Tyr 5,79E+06 0,14 6,99E+06 0,15 6,24E+06 0,13 7,35E+06 0,14 0,14 0,01 3,18 0,01 10,71 
Cl2-Tyr 2,86E+06 0,07 3,36E+06 0,07 3,17E+06 0,06 3,54E+06 0,07 0,07 0,00 3,18 0,00 7,18 
I-Tyr 2,22E+06 0,05 2,75E+06 0,06 2,59E+06 0,05 3,04E+06 0,06 0,06 0,00 3,18 0,01 9,50 
BrCl-Tyr 1,23E+07 0,30 1,48E+07 0,32 1,37E+07 0,28 1,59E+07 0,31 0,30 0,02 3,18 0,03 8,65 
Br2-Tyr 2,84E+07 0,69 3,35E+07 0,71 3,10E+07 0,63 3,54E+07 0,69 0,68 0,04 3,18 0,06 8,44 
IBr-Tyr 3,09E+06 0,07 3,79E+06 0,08 3,81E+06 0,08 4,34E+06 0,08 0,08 0,00 3,18 0,01 8,01 
I2-Tyr 7,17E+05 0,02 9,06E+05 0,02 9,45E+05 0,02 9,89E+05 0,02 0,02 0,00 3,18 0,00 7,96 
int. St. 
1. Peak 
2,50E+07 0,61 2,88E+07 0,61 3,09E+07 0,63 3,45E+07 0,67 0,63 0,03 3,18 0,04 7,15 
int. St. 
2. Peak 
1,63E+07 0,39 1,82E+07 0,39 1,84E+07 0,37 1,71E+07 0,33 0,37 0,03 3,18 0,04 12,09 
int. St.  
gesamt 
4,13E+07 1,00 4,69E+07 1,00 4,93E+07 1,00 5,16E+07 1,00 
     
       
Mittelwert über alle relativen Fehler 12,52 
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9.3 Analyse des MeOH-Extraktes der Aplysina cavernicola mittels GC-MS 
Tab. 9.18: Massenspektren der vermuteten Fettsäuren im MeOH-Extrakt im Vergleich zu den entsprechenden 
MassLib- bzw. NIST-Datenbankspektren (Datenbankspektren jeweils unten; MassLib-Spektren sind mit * 
gekennzeichnet; NIST-Spektren sind mit † gekennzeichnet) 
TBDMS-Derivat Massenspektrum 
Peak :  
unbekannte Fettsäure 
M●+: m/z = 364 amu 
 
 













































Peak :  
Octadecensäure   
(Oleinsäure) 
(1 TBDMS) 
















































































































































































































































Abb. 9.28: EI-Massenspektrum des TBDMS-Derivates der Verunreinigung im MeOH-Extrakt 
 
 
Abb. 9.29: EI-Massenspektrum des TBDMS-Derivates des Aerothionins im MeOH-Extrakt (Peak B) 
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9.4 Extraktion und Charakterisierung der an das Chitin-Skelett 
assoziierten Verbindungen  
9.4.1 Extraktion des Spongins 
 
Abb. 9.30: ATR-FTIR-Spektren der Skelette von A. cavernicola nach der jeweiligen Behandlung mit 
Harnstoff, SDS, SDS/EDTA, CuSO4 und der Swatschek-Methode sowie der isolierten Schwammskelette von 
A. cavernicola als Vergleichsspektrum 
 






nach TE100- und Harnstoff-Behandlung
A. cavernicola Skelett
nach TE100- und SDS-Behandlung
A. cavernicola Skelett
nach TE100- und SDS/EDTA-Behandlung
A. cavernicola Skelett
nach TE100- und CuSO -Behandlung4
A. cavernicola Skelett





















Abb. 9.31: ATR-FTIR-Spektren der Skelette von A. cavernicola nach der jeweiligen Behandlung mit der 
Gross-Methode, der Shindai-Methode und nach der Behandlung mit 0,5 M Essigsäure sowie der isolierten 
Schwammskelette von A. cavernicola als Vergleichsspektrum 
 
 
Abb. 9.32: ATR-FTIR-Spektren der Skelette der A. cavernicola nach der Aceton-Behandlung sowie der 




nach TE100- und Gross-Behandlung
A. cavernicola Skelett
nach TE100- und Shindai-Behandlung
A. cavernicola Skelett
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9.4.2 Auflösung des Chitins 
 
Abb. 9.33: ATR-FTIR-Spektren der Skelette von A. cavernicola nach der jeweiligen Behandlung mittels 
CaCl2-gesättigtem MeOH, einer LiCl/DMAc-Mischung sowie der isolierten Schwammskelette von A. 
cavernicola als Vergleichsspektrum 
 
 
Abb. 9.34: ATR-FTIR-Spektren der Skelette von A. cavernicola nach der Oktansäure-Behandlung sowie der 
isolierten Schwammskelette der A. cavernicola als Vergleichsspektrum 






nach TE100- und CaCl /MeOH-Behandlung2
A. cavernicola Skelett
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9.4.3 Auflösung des Chitins mittels H3PO4 
 
Abb. 9.35: ATR-FTIR-Spektren der Skelette der A. cavernicola nach 24-stündiger H3PO4-Behandlung sowie 
der isolierten Schwammskelette der A. cavernicola als Vergleichsspektrum  
 
Abb. 9.36: ATR-FTIR-Spektren der Skelette der A. cavernicola nach H3PO4-Behandlung mit unterschiedlichen 
Zeit- und Temperaturparametern sowie der isolierten Schwammskelette nach TE100 und nach NaOH als 
Vergleichsspektren  





























nach TE100-Behandlung und 
H PO -Behandlung für 10 Tage bei  RT3 4
A. cavernicola Skelett
nach TE100-Behandlung und 
H PO -Behandlung für 7 Tage bei 30°C3 4
A. cavernicola Skelett
nach TE100-Behandlung und 























Abb. 9.37: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten und anschließend für 7 Tage bei 30 °C 
mit H3PO4 behandelten A. cavernicola Schwammskelette 
 
Abb. 9.38: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten und anschließend für 3 Tage bei 37 °C 
mit H3PO4 behandelten A. cavernicola Schwammskelette 
 
Abb. 9.39: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten A. cavernicola Schwammskelette, 
welches als Bezugs-Gaschromatogramm für die Abschätzung der relativen Abnahme der Aminosäuren nach den 
H3PO4-Behandlungen genutzt wurde 





































































































































































Abb. 9.40: 13C {1H} CP MAS NMR-Spektren der Skelette der I. basta nach H3PO4-Behandlung mit 
unterschiedlichen Zeit- und Temperaturparametern (fMAS = 11 kHz) sowie der isolierten Schwammskelette nach 
H2O als Vergleichsspektrum (fMAS = 16 kHz); * bezeichnet Rotationsseitenbänder 
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*





















nach H O-Behandlung und 2
H PO -Behandlung für 7 Tage bei  RT3 4
I. basta Skelett
nach H O-Behandlung und 2
H PO -Behandlung für 14 Tage bei RT3 4
I. basta Skelett
nach H O-Behandlung und 2
H PO -Behandlung für 21 Tage bei RT3 4




Abb. 9.41: ATR-FTIR-Spektren der Skelette der I. basta nach H3PO4-Behandlung mit unterschiedlichen Zeit- 




Abb. 9.42: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten und anschließend für 7 Tage bei 30 °C 
mit H3PO4 behandelten I. basta Schwammskelette 






nach H O-Behandlung und 2
H PO -Behandlung für 10 Tage bei  RT3 4
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nach H O-Behandlung und 2














































































Abb. 9.43: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten und anschließend für 3 Tage bei 37 °C 
mit H3PO4 behandelten I. basta Schwammskelette 
 
 
Abb. 9.44: Gaschromatogramm des Ba(OH)2-Extraktes der isolierten I. basta Schwammskelette, welches als 
Bezugs-Gaschromatogramm für die Abschätzung der relativen Abnahme der Aminosäuren nach den H3PO4-
Behandlungen genutzt wurde 
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9.4.4 Auflösung des Chitins mittels ionischer Flüssigkeit 
Da sich die Schwammskelette in der ionischen Flüssigkeit komplett auflösten, konnten weder 
REM-Aufnahmen gemacht noch ATR-FTIR-Spektren aufgenommen werden. Außerdem 
konnte das Schwammchitin nicht wie von Qin et al.[143] beschrieben wiedergewonnen werden. 
Eine Präzipitation des Chitins nach Wasserzugabe blieb aus. 
Um jedoch nachzuweisen, ob die in den Schwammskeletten befindlichen Proteine in der 
ionischen Flüssigkeit in Lösung gegangen waren, wurden die Proben wie unter 3.7.2.4 
beschrieben einem Biuret-Test unterzogen und anschließend mittels UV/Vis-Spektroskopie 
vermessen. Als Referenzen wurden das Protein Lysozym ungekocht in IL sowie die 
Aminosäuren Tryptophan und Glycin in IL herangezogen. Um zu untersuchen, welchen 
Einfluss das Kochen in ionischer Flüssigkeit auf Proteine hat, wurde weiterhin eine Probe des 
in IL gekochten Lysozyms untersucht. 
Der Biuret-Test ist eine colorimetrische Nachweismethode für Proteine bzw. deren 
Peptidbindungen[271]. Dabei bilden die Proteine mit den vorliegenden Kupferionen im 
alkalischen Milieu einen violetten Protein-Kupfer-Komplex[271,272], welcher bei ca. 540 nm 
ein Absorptionsmaximum aufweist[273]. Aminosäuren bilden dagegen unter den gleichen 
Bedingungen einen blauen Komplex aus. 
Die Referenzlösungen zeigten die erwarteten Farbveränderungen. So wurde für die 
Aminosäure-Lösungen jeweils eine blaue Farbe beobachtet, während die Lösung des 
ungekochten Lysozyms in IL die typische violette Farbe aufwies. Das in IL gekochte 
Lysozym und auch die in IL gekochten Schwammskelett-Proben der A. cavernicola zeigten 
dagegen keine violette Färbung, was darauf schließen lässt, dass die Proteine durch die 
Behandlung mit der IL zerstört werden.  
Die UV/Vis-Spektren (siehe Abb. 9.45) bestätigen die gemachten Beobachtungen. So ist wie 
erwartet für das ungekochte Lysozym in IL ein Absorptionsmaximum von ca. 530 nm 
auszumachen, während die Absorptionsmaxima der Aminosäuren zwischen 620 und 660 nm 
liegen. Im Vergleich dazu hat sich das Absorptionsmaximum der Lysozym-Probe nach dem 
Kochen in IL deutlich zu kleineren Wellenlängen verschoben. Für die Schwammskelett-
Proben der A. cavernicola ist kein Absorptionsmaximum um 540 nm auszumachen. Demnach 
ist davon auszugehen, dass weder in der Lysozym-Probe nach Kochen in IL noch in den 
Schwammskelett-Proben der A. cavernicola Proteine vorliegen. Diese wurden vermutlich 
durch das Kochen in der ionischen Flüssigkeit zerstört. 




Abb. 9.45: UV/Vis-Spektren der Referenzlösungen sowie der Schwammskelette der A. cavernicola in ionischer 
Flüssigkeit nach Biuret-Test 
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9.5 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien 
Tab. 9.19: Übersicht der verwendeten Geräte 
Gerätebezeichnung Modell Hersteller 
Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop 
DSM 982 GEMINI ZEISS, Oberkochen 
Fluoreszenzmikroskop BZ-8000 K Keyence, Osaka, Japan 
FTIR-Spektrometer IFS88 Bruker, Karlsruhe 
FTIR-Spektrometer Nicolet™ iS™5 
Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
Gaschromatograph 3400 Varian, Palo Alto, California, USA  
Gaschromatograph Agilent Technologies 6890N 
Agilent Technologies, Santa Clara, 
California, USA 
GC-Kapillarsäule 
Supelco; SPB-5; 0,25 mm ID; 
30 m Länge; 0,25 μm 
Filmdicke  
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
Gefriertrocknung ALPHA 1-4 LSC  CHRIST, Osterode  
Gelelektrophorese-Kammer TV100 VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
Gelelektrophorese-Stromquelle 300V VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
ICP-OES Optima 7000DV 
Perkin Elmer, Waltham, 
Massachusetts, USA 
Magnetrührer Variomag Power Direct  
Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA  
Massenspektrometer MAT95  
FINNIGAN (neu: Thermo 
Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA)  
Massenspektrometer Agilent Technologies 5973N 
Agilent Technologies, Santa Clara, 
California, USA 
NMR-Spektrometer Ascend™ 800 Bruker, Karlsruhe 
pH-Messkette SenTix 41 WTW, Weinheim 
pH-Meter Handylab2 Schott AG, Mainz 
pH-Meter pH 330i  WTW, Weilheim  
Reinstwasseranlage PURELAB Classic PL 5241 ELGA LabWater 
Golden-Gate-ATR-Einheit SPECAC LOT-Oriel, Darmstadt 
Thermorüttler MHR11  HLC BioTech, Pforzheim  
Trockenschrank UT6060 Heraeus Instruments, Hanau  
Trockenschrank Ulm 500 Memmert, Schwabach 
Ultraschallbad  
SONOREX SUPER RK 100 
SH  
Bandelin, Berlin  
UV/VIS-Spektralphotometer  Cary 50  Varian, Palo Alto, California, USA  
Vortexer MS1 Minishaker 
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen 
Zentrifuge UNIVERSAL 320 R Hettich, Kirchlengern 
Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 
 
Tab. 9.20: Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Modell Hersteller 
Mikroliterspritze 549-0199 (10µl) VWR, Radnor, Pennsylvania, USA  
Parafilm „M“, 100 mm BRAND, Wertheim 
Pipetten 
VWR Signature (2-20 μl) 
VWR Signature (20-200 μl) 
VWR Signature (100-1000 μl) 
VWR Signature (1-5 ml) 
VWR, Radnor, Pennsylvania, USA  
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VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
Quarzglasküvette 
Glas-Kleinküvette 8 1cm, 
Schichtdicke 1,000 cm 
Carl Zeiss Jena, Oberkochen 




VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
Safe-Lock Tubes 
Eppendorf Quality (1,5 ml) 
Eppendorf Quality (2 ml) 
Eppendorf, Hamburg 
Zentrifugenröhrchen SuperClear, steril, PP, 50 ml VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
 
Tab. 9.21: Übersicht der verwendeten Chemikalien für die GC-MS-Analyse 




Alfa Aesar, Ward Hill, 
Massachusetts, USA 
5-Bromo-DL-Tryptophan 99 % 
Sigma-Aldrich (Aldrich), St. 
Louis, Missouri, USA  
DL-2-Aminobuttersäure (AABA) zur Synthese Merck KGaA, Darmstadt 
L-Alanin ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
L-Arginin 98+% 
Alfa Aesar, Ward Hill, 
Massachusetts, USA  
L-Asparagin ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA  
L-Asparaginsäure für die Biochemie Merck KGaA, Darmstadt 
3-Chlor-L-Tyrosin 97 % 
Sigma-Aldrich (Aldrich), St. 
Louis, Missouri, USA 
L-Cystein 98 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
3,5-Diiodo-L-Tyrosin-Dihydrat - 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
-Aminobuttersäure ≥ 99 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA  
s-(+)-Glutamin zur Synthese Merck KGaA, Darmstadt 
L-Glutaminsäure - Reanal, Budaspest, Ungarn 
Glycin 99,5 % Grüssing, Filsum 
L-Histidin 98 % 
Alfa Aesar, Ward Hill, 
Massachusetts, USA 
DL-5-Hydroxylysin-Hydrochlorid - 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
4-Hydroxyprolin zur Synthese Merck KGaA, Darmstadt 
L-Isoleucin ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
s-(+)-Leucin zur Synthese Merck KGaA, Darmstadt 
L-Lysin rein 
SERVA Electrophoresis GmbH , 
Heidelberg 
L-Methionin ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
3-Iodo-L-Tyrosin - 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
L-Ornithin-Hydrochlorid 99 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Oxoprolin (L-Pyroglutaminsäure) zur Synthese Merck KGaA, Darmstadt 
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Substanz Reinheitsgrad Hersteller 
L-Phenylalanin für die Biochemie Merck KGaA, Darmstadt 
L-Prolin für die Biochemie Merck KGaA, Darmstadt 
L-Serin 99 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
L-Threonin ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
L-Tryptophan - 
Research Biochemicals Inc., 
Natick, Massachusetts, USA 
L-Tyrosin 99 % 
Alfa Aesar, Ward Hill, 
Massachusetts, USA 
L-Valin ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
Tyr-Ala (L-Tyrosyl-L-alanine) - 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Acetonitril für HPLC 
VWR (BDH Prolabo), Radnor, 
Pennsylvania, USA 
Ethanol absolut VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
N-tert-Butyldimethylsilyl-N-
Methylfluoroacetamid (MTBSTFA) 
mit 1% tert-Butyldimethylchlorosilan 
(TBDMSCl) 
≥ 95 % 
Sigma-Aldrich (Aldrich), St. 
Louis, Missouri, USA 
Salzsäure 37 % VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
 
Tab. 9.22: Übersicht der verwendeten Chemikalien für die Extraktionsversuche 
Substanz Reinheitsgrad Hersteller 
1-Ethyl-3-Methyl-Imidazoliumacetat 97 % 
Sigma-Aldrich (Aldrich), St. 
Louis, Missouri, USA 
2-Mercaptoethanol research grade 
SERVA Electrophoresis GmbH , 
Heidelberg 
Aceton - - 
Albumin Fraktion V für biochemische Zwecke Merck KGaA, Darmstadt 
Calciumchlorid-Dihydrat 
Approx. 99 %, for Molecular 
Biology 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Chitinase 
≥ 600units/g, from 
Trichoderma viride 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Kollagen - 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
EDTA rein VK Labor- und Feinchemikalien 
Essigsäure 100 %, Rotipuran Carl Roth GmbH , Karlsruhe 
Harnstoff reinst AppliChem, Darmstadt 
Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat roh 
Sigma-Aldrich (Riedel-de Haën), 
St. Louis, Missouri, USA 
Lithiumchlorid ≥ 99 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Lysozym ~70000 U/mg  
Sigma-Aldrich (Fluka), St. Louis, 
Missouri, USA 
N,N-Dimethylacetamid technisch - 
Natriumdodecylsulfat  Reag. Ph Eur Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat 
für Analyse, Reag. ACS, Reag. 
Ph Eur 
Sigma-Aldrich (Riedel-de Haën), 
St. Louis, Missouri, USA 
Oktansäure for synthesis Merck KGaA, Darmstadt 
Ortho-Phosphorsäure 85 % Grüssing, Filsum 
Thioharnstoff Reag. Ph Eur Merck KGaA, Darmstadt 
Toluol p.a. - 
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Substanz Reinheitsgrad Hersteller 
Tris-HCl reagent grade 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Difco™ Trypsin 250 - 
BD Diagnostic Systems Europe, Le 
Pont de Claix, Frankreich 
 
Tab. 9.23: Übersicht der verwendeten Chemikalien für die Gelelektrophorese 
Substanz Reinheitsgrad Hersteller 
Tris-Base analytical grade 
SERVA Electrophoresis GmbH , 
Heidelberg 
Acrylamid 
suitable for electrophoresis, 
≥ 99 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
N,N-Methylenbisacrylamid >= 98 %, for electrophoresis 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
Ammoniumpersulfat 
for molecular biology, for 
electrophoresis, ≥ 98 % 
Sigma-Aldrich (Sigma), St. Louis, 
Missouri, USA 
SERVA Blue G (Coomassie-Blau) research grade 
SERVA Electrophoresis GmbH , 
Heidelberg 
Glycerol Reagent Plus®, ≥ 99 % (GC) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
Bromthymol-Blau-Lösung Reag. DAB7 Merck KGaA, Darmstadt 
TEMED for electrophoresis 
SERVA Electrophoresis GmbH , 
Heidelberg 
SigmaMarker™ Wide Range,  
Molecular Weight 6,500 – 200,000 Da 
- 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA 
 
Tab. 9.24: Übersicht weiterer Chemikalien 
Substanz Reinheitsgrad Hersteller 
-Chitin - Carl Roth GmbH , Karlsruhe  
Bariumhydroxid-Octahydrat zur Analyse Bernd Kraft, Duisburg 
Methanol p.a. - 
Natriumhydroxid 99 % Grüssing, Filsum 
Resorcin - - 
Schwefelsäure  
95-97 %, puriss p.a., reag. ISO, 
reag Ph. Eur. 
VWR (BDH Prolabo), Radnor, 
Pennsylvania, USA 
D-(+)-Glucose > 99,5 % Carl Roth GmbH , Karlsruhe 
D-(+)-Mannose > 99 % 
Sigma-Aldrich (Fluka), St. Louis, 
Missouri, USA 
D-Glucuronsäure 98+% 
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